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1. Einleitung 
Erkrankungen des respiratorischen Systems spielen in der modernen Medizin eine immer 
bedeutendere Rolle. Zu den häufigsten Atemwegserkrankungen zählen die chronisch-
obstruktive Lungenerkrankung (COPD) sowie das allergische Asthma bronchiale. Die COPD 
betrifft nach Schätzungen der WHO weltweit derzeit ca. 210 Millionen Menschen [WHO 
2008]. Sie ist eine der führenden Ursachen für Morbidität sowie Mortalität und gilt als 
vierthäufigste Todesursache. Ein weiterer Anstieg von Prävalenz und Mortalität wird 
erwartet. Bereits heute werden die durch die COPD verursachten direkten und indirekten 
Kosten alleine für die USA auf ca. 38,8 Milliarden Dollar geschätzt [Miller et al. 2005]. 
Aufgrund dieser Tatsachen hat das Interesse an der COPD in den letzten Jahren deutlich 
zugenommen. Zu dieser Entwicklung hat auch eine veränderte Beurteilung der 
Therapieoptionen beigetragen, die auf klinische und pathophysiologische Überlegungen 
zurückzuführen ist [Celli 2006]. 
Vor diesem Hintergrund soll die vorliegende Arbeit einen Beitrag zum besseren 
Verständnis der pathophysiologischen Mechanismen der COPD und ihrer systemischen 
Aspekte leisten. Hierbei liegt der Schwerpunkt auf der Pathogenese des Lungenemphysems 
als einem der Phänotypen der COPD. Angesichts der Tatsache, dass Zusammenhänge 
zwischen Lungenemphysem und Körpergewicht einerseits sowie Körpergewicht und 
Adipozyten andererseits bestehen und die Erkrankung überwiegend durch Rauchen ausgelöst 
wird, soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob Zigarettenrauchextrakt in vitro einen Effekt 
auf die Differenzierung von Präadipozyten und Funktion von Adipozyten ausübt. Hiermit soll 
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2. Hintergrund der Untersuchung 
2.1 Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) 
2.1.1 Definition und klinisches Bild 
Die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist durch eine chronische 
Entzündung der Atemwege gekennzeichnet, die klinisch mit Husten, Dyspnoe sowie 
vermehrter Schleimproduktion einhergeht und auch unter optimaler antiobstruktiver Therapie 
lungenfunktionsanalytisch eine nicht voll reversible chronische Obstruktion aufweist. Das 
klinische Erscheinungsbild kann im Wesentlichen in zwei Formen unterteilt werden, die als 
chronisch-obstruktive Bronchitis und als Lungenemphysem bezeichnet werden und meist in 
unterschiedlicher Ausprägung gemeinsam vorkommen. Die chronisch-obstruktive Bronchitis 
stellt den häufigsten Phänotyp der COPD dar und ist insbesondere durch bronchiale 
Obstruktion und Mukushypersekretion gekennzeichnet. Das Lungenemphysem hingegen 
zeichnet sich durch eine irreversible Strukturzerstörung der Alveolen und eine damit 
einhergehende abnorme und dauerhafte Erweiterung der Lufträume distal der terminalen 
Bronchiolen aus.  
Je nach Lokalisation und Art des Strukturabbaus kann aus pathologischer Sicht zwischen 
drei Hauptformen, dem centriacinären (centrilobulären), panacinären (panlobulären) und 
bullösen (großbullösen) Emphysem, differenziert werden [z.B. West 1987]. Das centriacinäre 
Emphysem weist den Strukturverlust insbesondere in der Nähe des zuführenden Bronchiolus 
auf, wobei die peripheren Alveolarräume überwiegend intakt sind. Diese Form dehnt sich 
meist weitgehend gleichmäßig über die gesamte Lunge aus. Bei dem panacinären Emphysem 
betrifft die Rarefizierung der Alveolarsepten den gesamten Acinus. Demzufolge ist die 
Beeinträchtigung der Lungenelastizität und des Gasaustausches ausgeprägter als bei der 
centriacinären Form. Dieser Prozess bevorzugt meist die basalen Lungenabschnitte und gilt 
als charakteristisch für die schweren Emphysemformen bei homozygotem α1-
Antitrypsinmangel. Das bullöse Emphysem zeichnet sich durch eine ausgeprägte lokale 
Aufweitung emphysematischen Gewebes und die Bildung großer Emphysemblasen aus. Bei 
dieser Form kann eine operative Bullektomie zur Anwendung kommen. Unter den Patienten 
mit COPD weisen diejenigen, die ein Lungenemphysem ausgebildet haben, den stärksten 
Abfall der Lungenfunktion und zugleich die geringste Überlebensrate auf [Burrows et al. 
1987].  
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2.1.2 Epidemiologie 
Schätzungen der Prävalenz der COPD fallen aufgrund der schwierigen Definition 
unterschiedlich aus. Halbert et al. [2006] kommen in einer Zusammenfassung verschiedener 
epidemiologischer Studien auf eine Größenordnung von 7,6 %. Weltweit betrifft die COPD 
nach Schätzungen der WHO derzeit circa 210 Millionen Menschen und gilt dabei bereits 
heute als vierthäufigste Todesursache [WHO 2008]. Hinzu kommt, dass Prävalenz, Morbidität 
und Mortalität der COPD weltweit eine steigende Tendenz aufweisen [Murray & Lopez, 
1997, Calverley & Walker 2003, Pauwels & Rabe 2004, Nowak et al. 2005]. Aktuellen 
Schätzungen zufolge wird die COPD im Jahre 2030 8,6 % aller Todesfälle ausmachen. Damit 
würde sie nach koronarer Herzerkrankung und cerebrovaskulärer Erkrankung Rang 3 der 
weltweiten Todesursachen belegen [WHO 2008]. Ursächlich hierfür sind die abnehmende 
Mortalität anderer Krankheiten, insbesondere kardiovaskulärer Erkrankungen in den 
Industrieländern und Infektionskrankheiten in Entwicklungsländern, sowie ein Anstieg des 
Zigarettenkonsums und der Luftverschmutzung in Entwicklungsländern [Barnes 2000]. 
Die geschätzte Prävalenz des Lungenemphysems in der Gesamtpopulation liegt laut 
Halbert et al. [2006] zwischen 0,5 und 5,7 %. Allerdings waren bei der Betrachtung von 
Obduktionsfällen zumindest leichtgradige Veränderungen im Sinne eines Lungenemphysems 
morphologisch in immerhin 20 bis 50 % der Fälle nachweisbar [Jinno et al. 1994]. Bekannt 
ist, dass das Lungenemphysem insbesondere mit zunehmendem Alter und bei Männern 
gehäuft auftritt [Anderson et al. 1972, Cockcroft et al. 1982, Dodge et al. 1986]. 
 
2.1.3 Diagnostik 
Die Diagnose der chronisch-obstruktiven Bronchitis wird anhand der Symptome Husten 
und Auswurf in Kombination mit dem typischen spirometrischen Befund gestellt. Die GOLD-
Leitlinien (GOLD 2008) und die Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Pneumologie teilen 
die COPD nach klinischen und lungenfunktionsanalytischen Kriterien in 4 Schweregrade ein 
(siehe Tab. 1). 
Die Diagnostik des Lungenemphysems hingegen ist insbesondere in den frühen Stadien 
schwieriger als diejenige der chronisch-obstruktiven Bronchitis. Lungenfunktionsanalytisch 
zeichnet sich das Emphysem unter anderem durch ein erhöhtes intrathorakales Gasvolumen 
(ITGV) und Residualvolumen (RV) sowie durch eine eingeschränkte Diffusionskapazität für 
eingeatmetes Kohlenmonoxid (DLCO) und eine verminderte Lungendehnbarkeit (Compliance) 
aus. Diese Messparameter können nur indirekt eine Aussage über das Maß der alveolären 
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Destruktion machen und weisen insbesondere bei leichtgradigem bzw. lokalisiert 
auftretendem Emphysem eine geringe Sensitivität auf. So können Menschen, deren Lunge 
sich in der pathologischen Untersuchung als emphysematös erweist, normale 
Lungenfunktionsparameter aufweisen. Zur genaueren Beurteilung eines Lungenemphysems 
sind weiterführende diagnostische Mittel wie beispielsweise die hochauflösende 
Computertomographie (HRCT) notwendig.  
 
 
Schweregrad Klinik FEV1 % Soll FEV1 / FVC 





FEV1 ≥ 80 % < 70 % 





50 % ≤ FEV1 < 80 % < 70 % 









FEV1 < 30 % oder 




< 70 % 
Tabelle 1: Einteilung des Schweregrades der COPD nach den GOLD- und DGP-Leitlinien [GOLD 2008]. 
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2.1.4 Risikofaktoren für das Entstehen einer COPD 
 
2.1.4.1 Exogene Risikofaktoren 
An erster Stelle ist das Inhalationsrauchen zu nennen, welches in den Industrieländern für 
ca. 80-90 % der Erkrankungen verantwortlich ist [Snider 1989, Bartal 2005, GOLD 2008]. 
Das Risiko für das Auftreten einer COPD nimmt mit der Dauer und dem Ausmaß des 
Zigarettenkonsums zu [Fletcher & Peto 1977, Snider 1989]. Doll et al. [1994] und Doll 
[1999] kamen in einer langjährigen britischen Studie zu dem Ergebnis, dass die Mortalität von 
COPD und Emphysem bei Rauchern je nach Intensität des Zigarettenkonsums im Vergleich 
zu Nichtrauchern um das 8-22fache ansteigt. Meyer et al. [2002] stellten in einer 
Querschnittsstudie an verstorbenen Personen fest, dass nur 16,7 % der an COPD erkrankten 
Patienten nie geraucht hatten. Auffallend ist, dass je nach Intensität des Rauchens nur 
ungefähr 10-20 % der Raucher - so genannte suszeptible Raucher - eine 
lungenfunktionsanalytisch relevante Atemwegsobstruktion entwickeln [Fletcher & Peto 
1977].  
Da gegenüber Passivrauch exponierte Nichtraucher ähnliche Gifte und Kanzerogene wie 
aktive Raucher aufnehmen, liegt der Verdacht nahe, dass auch Passivrauchen das Risiko, an 
einer COPD zu erkranken, erhöht. Hirayama [1981] belegte, dass das Risiko, an Lungenkrebs 
zu erkranken, bei nicht rauchenden Personen, die in einem Raucherhaushalt leben, ansteigt. 
Neuere Studien wie Skogstad et al. [2006], welche die Auswirkung eines allgemeinen 
Rauchverbots in Norwegen auf nicht rauchende Beschäftige in Gastronomiebetrieben 
untersuchte, zeigten signifikante Verbesserungen der Lungenfunktion der betroffenen 
Personen nach der Einführung des Rauchverbots. Aufgrund geringer Fallzahlen sind diese 
Hinweise auf eine Korrelation zwischen Passivrauchen und der Entwicklung einer COPD 
jedoch nur eingeschränkt gültig. 
Inhalative Noxen am Arbeitsplatz stellen weitere Risikofaktoren dar. Darunter fallen 
insbesondere chemische Dämpfe und Gase sowie Industriestäube wie Isocyanate, Ammoniak, 
Nitrosegase, Chlorgasverbindungen, Lösungsmitteldämpfe und Metallstäube. Diese tragen 
insbesondere in Entwicklungsländern signifikant zum Risiko, eine COPD zu entwickeln, bei. 
Bei Exposition gegenüber einer singulären inhalativen Noxe am Arbeitsplatz wird das Risiko, 
an einer COPD zu erkranken, auf ungefähr 15 % geschätzt [American Thoracic Society 
2002]. Betroffen sind vor allem Beschäftigte im Baugewerbe, der Textil- und Papierindustrie 
sowie Bergarbeiter.  
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In verschiedenen Studien wurde belegt, dass die durch Verbrennung fossiler Energieträger 
entstehende Luftverschmutzung bedeutend zur Entwicklung von Erkrankungen der 
Atmungsorgane beiträgt [American Thoracic Society 2000]. Inwieweit ein direkter 
Zusammenhang zwischen Luftverschmutzung und COPD besteht, ist jedoch noch nicht 
hinreichend bekannt. 
Des Weiteren wurde in Langzeitstudien nachgewiesen, dass sozioökonomische Faktoren 
wie ein niedriges Bildungsniveau und geringes Einkommen unabhängig vom Rauchverhalten 
ein erhöhtes Risiko, an COPD zu erkranken, mit sich bringen [Prescott et al. 1999]. 
 
2.1.4.2 Endogene Risikofaktoren 
Unter den endogenen Faktoren sind insbesondere Geschlecht und Alter relevant. Entgegen 
früherer Erkenntnisse haben Frauen ceteris paribus ein höheres Risiko als Männer, an COPD 
zu erkranken. Gold et al. [1996] stellten fest, dass Rauchen bei Frauen einen deutlich 
stärkeren Abfall der Lungenfunktion bewirkt als bei Männern. Prescott et al. [1997] kamen zu 
dem Ergebnis, dass bei gleichen Rauchgewohnheiten das Risiko von 
Krankenhauseinweisungen und Mortalität aufgrund von COPD bei Frauen höher ausfällt als 
bei Männern. Des Weiteren wird übereinstimmend berichtet, dass Prävalenz, Morbidität und 
Mortalität bei der COPD mit zunehmendem Alter ansteigen [Dodge et al. 1986, Snider 1989]. 
Daneben scheint bei der Genese der COPD eine bisher noch nicht ausreichend bekannte 
genetische Prädisposition eine Rolle zu spielen [Silverman 2006]. Der am besten 
dokumentierte genetische Risikofaktor ist der Alpha-1-Antitrypsinmangel, der bei ca. 1-2 % 
der Patienten mit COPD vorhanden ist [Ranes & Stoller 2005, Devereux 2006]. Als weitere 
begünstigende Faktoren werden unter anderem schwere respiratorische Infektionen in der 
Kindheit, ein gestörtes Lungenwachstum sowie eine unspezifische Überempfindlichkeit der 
Atemwege genannt [Snider 1989, Devereux 2006]. 
 
2.1.5 Therapie 
Die wichtigste therapeutische Maßnahme, um ein Fortschreiten der Erkrankung 
aufzuhalten, ist die Aufgabe des Zigarettenrauchens bzw. das Beenden der Exposition 
gegenüber berufsbedingten Noxen [Fletcher & Peto 1977, Anthonisen et al. 2002, Anzueto 
2006]. 
Zur Behandlung der chronisch obstruktiven Bronchitis steht im Gegensatz zum 
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Lungenemphysem eine vergleichsweise effektive, wenngleich primär symptomatische 
medikamentöse Therapie zur Verfügung [z.B. Anzueto 2006]. Hierbei werden insbesondere 
Bronchodilatatoren (Beta-2-Agonisten, Anticholinergika und Methylxanthine) sowie 
inhalative Glukokortikoide eingesetzt. Eine Behandlung mit systemischen 
Glucocorticosteroiden kommt bei akuten Exerzerbationen zum Einsatz, eine entsprechende 
Langzeittherapie wird jedoch nicht empfohlen [GOLD 2008]. Ziel der medikamentösen 
Therapie sind primär die Linderung der Symptome, die Stabilisierung des 
Krankheitsverlaufes, die Verhinderung von Komplikationen sowie die Verbesserung der 
Lebensqualität. Des Weiteren gibt es Hinweise dafür, dass eine Therapie sowohl mit 
Bronchodilatatoren als auch mit inhalativen Steroiden den Abfall der Lungenfunktion über die 
Zeit verlangsamen kann [Celli et al. 2008].  
Wie oben bereits beschrieben, geht das Lungenemphysem mit einer Destruktion von 
Lungenparenchym sowie einem Verlust alveolärer Struktur einher. Die Therapie des 
Emphysems ist problematischer als die der chronisch obstruktiven Bronchitis, da der Verlust 
von alveolärem Gewebe nicht ersetzt werden kann. Eine effektive medikamentöse 
Behandlung steht derzeit nicht zur Verfügung. Die angewandte medikamentöse Therapie, die 
derjenigen der chronisch obstruktiven Bronchitis entspricht, erweist sich bei Patienten mit 
Lungenemphysem als weniger wirksam. Im fortgeschrittenen Stadium können die Folgen der 
Erkrankung durch eine Sauerstofflangzeittherapie oder mechanische Mittel wie die 
nichtinvasive Beatmung gelindert werden [z.B. Budweiser et al. 2006, Budweiser et al. 2007]. 
Bei maximaler Lungenüberblähung oder einzelnen großen Emphysemblasen kommen 
operative Techniken wie die Volumenreduktionsoperation oder die operative Bullektomie 
zum Einsatz.  
Gerade aufgrund der momentan noch sehr eingeschränkten therapeutischen Möglichkeiten 
ist ein besseres Verständnis der pathophysiologischen und zellbiologischen Mechanismen des 
Lungenemphysems von besonderem Interesse. Dies könnte langfristig zur Entwicklung neuer 
kausaler Therapieoptionen beitragen.  
 
2.2 Systemische Aspekte der COPD 
Die COPD wird zunehmend als Systemerkrankung verstanden, bei der neben der 
respiratorischen Symptomatik auch gehäuft andere Erkrankungen und Abnormalitäten 
auftreten. Diese sogenannten systemischen Effekte der COPD beeinflussen die Morbidität und 
Mortalität der betroffenen Patienten wesentlich [Decramer et al. 2005, Agustí et al. 2003].  
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2.2.1 Reduziertes Körpergewicht / Kachexie  
Bei Patienten mit COPD ist eine Reduktion des Körpergewichtes ein häufig beobachtetes 
Phänomen. Bei ca. 25 % der Patienten mit COPD und mittelgradig eingeschränkter 
Lungenfunktion tritt ein ungewollter Gewichtsverlust auf. Bei schwergradiger COPD kann bei 
50 % der Patienten ein Gewichtsverlust beobachtet werden [Watz & Magnussen 2006]. Diese 
Gewichtsreduktion wird überwiegend durch einen Abbau von Muskelmasse und zu einem 
geringeren Anteil durch eine Reduktion von Fettgewebe verursacht. Der Abbau insbesondere 
fettfreier Masse kann klinisch zunächst unbemerkt verlaufen. Beispielsweise fanden Vestbo et 
al. [2006] bei ca. 13 % der untersuchten Patienten mit COPD, die einen normalen BMI 
aufwiesen, eine erniedrigte fettfreie Masse. In dieser Studie stellte sich ebenfalls heraus, dass 
ein erniedrigter BMI mit einer signifikant erhöhten Mortalität einherging. Ebenfalls war eine 
erniedrigte fettfreie Masse bei normalem BMI mit einer erhöhten Mortalität assoziiert.  
Die Gründe für den Gewichtsverlust sind noch nicht vollständig geklärt. Hierbei scheinen 
ein vermehrter Grundumsatz, vermehrte Atemarbeit, Gewebehypoxie, Medikamente (z.B. 
Betasympatomimetika) sowie eine bei der COPD vorhandene systemische entzündliche 
Aktivität beteiligt zu sein [Agustí 2005]. Die Frage, ob auch eine direkte Wirkung des 
Zigarettenrauches auf Präadipozyten bzw. Adipozyten hieran beteiligt sein kann, ist 
Gegenstand dieser Arbeit und wird im Folgenden genauer betrachtet. 
 
2.2.2 Muskuläre Dysfunktion 
Neben dem bei Patienten mit COPD häufig beobachteten Verlust an Muskelmasse ist 
weiterhin eine Dysfunktion der verbleibenden Skelettmuskulatur zu beobachten [Mador & 
Bozkanat 2001]. Diese Veränderungen tragen wesentlich zur Krankheitsproblematik und zur 
Verschlechterung der Lebensqualität bei. Durch die Muskelschwäche reduziert sich die 
Fähigkeit zur körperlichen Betätigung, woraus eine weitere Abnahme der Belastbarkeit mit 
zunehmender körperlicher Schwäche bis hin zur Immobilität resultiert. Als morphologisches 
Korrelat der muskulären Dysfunktion konnten unter anderem eine Verminderung von Typ-I- 
und eine relative Vermehrung von Typ-II-Fasern im Vergleich zu gesunden Individuen 
beobachtet werden [Mador & Bozkanat 2001].  
Die am Muskelabbau und der muskulären Dysfunktion beteiligten Pathomechanismen sind 
noch weitgehend ungeklärt. Es scheinen multiple Faktoren eine ursächliche Rolle zu spielen, 
die zum Teil auf komplexe Weise interagieren. Hierbei ist die bereits erwähnte reduzierte 
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körperliche Aktivität zu nennen. Weiterhin werden der Gewebehypoxie sowie den 
Nebenwirkungen verabreichter Medikamente wie z.B. Glucocorticoide eine ursächliche 
Bedeutung zugeschrieben. Zudem scheinen Wirkungen der im Rahmen der systemischen 
Entzündungsreaktion vorhandenen proinflammatorischen Zytokine wie beispielsweise TNF-α 
und Interleukin-6 auf den Muskelstoffwechsel beteiligt zu sein [Mador & Bozkanat 2001, 
Decramer et al. 2005].  
 
2.2.3 Osteoporose 
Bei Patienten mit COPD wird gehäuft eine Osteoporose beobachtet. Als mögliche 
Ursachen werden Faktoren wie Immobilität, Alter, Gewichtsverlust, Steroidmedikation, 
Zigarettenkonsum und die systemische Inflammation genannt [Watz & Magnussen 2006]. Die 
osteoporotischen Veränderungen bringen eine weitere Einschränkung der Mobilität mit sich. 
Des Weiteren kann die Osteoporose durch Veränderungen der Konfiguration des Thorax eine 
zusätzliche Verschlechterung der Lungenfunktion bewirken [Gross 2001]. 
 
2.2.4 Kardiovaskuläre Erkrankungen 
Epidemiologische Daten zeigen einen Zusammenhang zwischen der Reduktion der 
Lungenfunktion und der Häufigkeit einer koronaren Herzerkrankung [Sin & Man 2005]. 
Sogar geringe Einschränkungen der Lungenfunktion erhöhen das Risiko einer 
kardiovaskulären Erkrankung um das 2-3fache, unabhängig von anderen Risikofaktoren [Sin 
& Man 2003]. Unter Patienten mit reduzierter Lungenfunktion stellen kardiovaskuläre 
Erkrankungen die häufigste Todesursache dar [Schünemann et al. 2000]. Bezüglich der 
zugrundeliegenden Mechanismen scheint neben dem gemeinsamen Risikofaktor des 
Rauchens auch die bei der COPD nachgewiesene systemische Inflammation eine Rolle zu 
spielen. So konnte gezeigt werden, dass ein erhöhtes CRP als Maß der sytemischen 
Entzündung zur eingeschränkten Lungenfunktion ein additives Risiko der kardiovaskulären 
Mortalität darstellt [Sin & Man 2003]. 
 
2.2.5 Systemische Inflammation 
Wie oben bereits beschrieben, geht die COPD mit einer systemischen entzündlichen 
Aktivität einher, welche für einen Großteil der Komorbiditäten mitverantwortlich gemacht 
wird. In Studien konnte gezeigt werden, dass Patienten mit COPD erhöhte Serumspiegel von 
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Markern einer systemischen Inflammation wie CRP, Fibrinogen, TNF-α sowie eine erhöhte 
Leukozytenzahl im Plasma aufweisen [Agustí et al. 2003, Watz & Magnussen 2006]. Auch 
bei Patienten mit COPD, die das Rauchen aufgegeben hatten, konnten erhöhte Marker einer 
systemischen Entzündungsreaktion gefunden werden. Dies weist darauf hin, dass die 
Inflammation nach Beendigung des Zigarettenrauchens weiter fortbestehen kann [Gan et al. 
2004]. 
In Anbetracht der Bedeutung der systemischen Aspekte für die Symptomatik der COPD 
kann der klinische Zustand mittels Lungenfunktion nur unzureichend erfasst werden. Daher 
sind zur Schweregradeinteilung der COPD weitere Parameter sinnvoll, die diese systemischen 
Effekte berücksichtigen. Celli et al. [2004] beispielsweise publizierte den BODE-Index, der 
neben der FEV1 auch den BMI, den 6-Minuten-Gehtest sowie die Ausprägung der Dyspnoe 
zur Beurteilung des Schweregrades und der Prognose einer COPD heranzieht. 
 
2.3 Mögliche pathophysiologische Mechanismen  
 
2.3.1 Klassische Hypothese 
Die COPD ist durch eine entzündliche Reaktion im Bereich der Lunge gekennzeichnet, die 
zur Atemwegsobstruktion führt und mit einer Zerstörung alveolärer Strukturen einhergehen 
kann.  
Nach gängiger Auffassung führt die Inhalation von Noxen wie beispielsweise 
Zigarettenrauch zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Entzündungszellen, insbesondere 
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen. Diese bewirken eine vermehrte Produktion von 
Proteasen und Oxidantien, wodurch das Proteasen-Antiproteasen- und das Oxidantien-
Antioxidantien-Gleichgewicht verschoben werden. Diese Veränderungen sowie direkte 
oxidative Komponenten des Zigarettenrauches führen wiederum zu einer chronischen 
Entzündung, die durch Gewebezerstörung sowie durch Umbau der Atemwege gekennzeichnet 
ist [MacNee 2005a, Vogelmeier et al. 2006, Shapiro & Ingenito 2005]. 
 
2.3.1.1 Entzündliche Veränderungen 
Zahlreiche Studien belegen die vermehrte Anwesenheit von Entzündungszellen in den 
Bronchien, in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit (BALF) und im induzierten Sputum 
von Patienten mit COPD [Barnes 2000]. Die Anzahl der Makrophagen ist in der 
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Atemwegsmucosa, dem Lungenparenchym und der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit von 
Patienten mit COPD 5-10fach erhöht [Vogelmeier et al. 2006]. Ihnen wird eine zentrale Rolle 
in der Vermittlung der Entzündungsreaktion und des Umbaus der Atemwege zugeschrieben 
[Barnes 2004].  
Darüber hinaus ist die vermehrte Zahl neutrophiler Granulozyten in den Atemwegen ein 
bekanntes Phänomen der COPD, wobei ein Zusammenhang zwischen der Granulozytenzahl 
und dem Schweregrad der Erkrankung beobachtet wurde [Keatings et al. 1996, Richter et al. 
1999, Loppow et al. 2001, Taube et al. 2001]. Zu beachten ist, dass die vermehrte 
Granulozytenzahl nicht spezifisch für die COPD ist, sondern auch bei anderen Erkrankungen 
der Atemwege wie beispielsweise der cystischen Fibrose [Reinhardt et al. 2003], dem mittel- 
bis schwergradigen Asthma bronchiale [Richter et al. 1999] und der idiopathischen 
Lungenfibrose [Beeh et al. 2003] auftritt. 
In einer Untersuchung von Hogg et al. [2004] analysierten die Autoren mit aufwändigen 
quantitativen histopathologischen Methoden die kleinen Atemwege von Patienten mit COPD 
aller Schweregrade, die bei operativen Eingriffen gewonnen wurden. Hierbei war bereits in 
frühen Krankheitsstadien eine Infiltration der Atemwegsmucosa mit Entzündungszellen 
nachweisbar. Die Häufung von CD8- und CD4-positiven Lymphozyten, B-Lymphozyten, 
Makrophagen und Neutrophilen korrelierte mit dem Schweregrad der COPD. Auch im 
Lungenparenchym konnten erhöhte Zahlen von CD8-positiven Zellen, Neutrophilen und 
Makrophagen nachgewiesen werden [Retamales et al. 2001]. Des Weiteren ist das gehäufte 
Auftreten von eosinophilen Granulozyten, insbesondere während infektbedingter 
Exazerbationen bekannt [Saetta et al. 1994, Papi et al. 2006]. 
 
2.3.1.2 Proteasen - Antiproteasen 
Basierend auf Beobachtungen bei Patienten mit α1-Antitrypsinmangel wurde die 
Hypothese, dass ein Proteasen-Antiproteasen-Ungleichgewicht wesentlich zur Entstehung des 
Lungenemphysems beiträgt, in zahlreichen Studien untersucht. Hierbei wurde insbesondere 
ein Abbau von Elastin, einem wesentlichen Bestandteil der extrazellulären Matrix, 
angenommen. Die bei Rauchern nachgewiesene geringere Aktivität von α1-Antitrypsin war 
jedoch nur vorübergehend und in sehr geringem Ausmaß vorhanden [Abboud et al. 1985, 
Fera et al. 1987]. Daher bleibt es letztlich fraglich, ob ein Mangel an α1-Antitrypsin über das 
bekannte Krankheitsbild des hereditären α1-Antitrypsinmangels einen signifikanten Beitrag 
für die Entstehung eines Lungenemphysems leistet. 
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Zudem wird eine Beteiligung weiterer Proteasen wie der Elastase sowie der 
Cysteinproteinase Cathapsin L bei der Emphysementstehung vermutet. Letztere konnte in der 
BALF von Patienten mit Lungenemphysem in erhöhter Konzentration nachgewiesen werden 
[Takeyabu et al. 1998]. Interessanterweise ließ sich im Tiermodell durch Installation von 
Elastase in die Atemwege ein Lungenemphysem induzieren [Harkema et al. 1984, Yokoyama 
et al. 1987].  
Es besteht ein zunehmendes Interesse an der Rolle der Metalloproteinasen (MMP) bei der 
Pathogenese des Lungenemphysems. Sie werden unter anderem von Neutrophilen und 
Alveolarmakrophagen produziert. Erhöhte Konzentrationen von MMP des Typs 1 
(Collagenase) und des Typs 9 (Gelatinase B) wurden in der BALF von Patienten mit COPD 
nachgewiesen [Culpitt et al. 1999, Finlay et al. 1997]. Im Lungenparenchym von Patienten 
mit Emphysem fand sich eine erhöhte Aktivität von MMP des Typs 9 [Betsuyaku et al. 1999, 
Ohnishi et al. 1998]. Außerdem konnte gezeigt werden, dass Alveolarmakrophagen von 
Patienten mit COPD eine im Vergleich zu gesunden Rauchern und Nichtrauchern erhöhte 
Expression von MMP des Typs 9 aufweisen [Russel et al. 2002]. Die Beteiligung der MMP 
bei der Entstehung einer COPD gewinnt zudem an Bedeutung, da ein Mangel an „Tissue 
inhibitor of metalloproteinases-3“ (TIMP-3) ein progredientes Emphysem bei Mäusen 
hervorrufen kann [Leco et al. 2001]. 
  
2.3.1.3 Oxidantien - Antioxidantien 
Eine Reihe von Studien weist darauf hin, dass oxidativer Stress an der Entstehung und 
Unterhaltung einer COPD beteiligt ist. Zigarettenrauch enthält zahlreiche freie Radikale und 
andere Oxidantien. Hinzu kommen endogen erzeugte oxidative Komponenten aus den bei 
COPD vermehrt vorhandenen Neutrophilen und Makrophagen. In-vitro-Studien haben 
ergeben, dass Alveolarleukozyten von Rauchern im Vergleich zu denen von Nichtrauchern 
vermehrt Oxidantien wie O2- und H2O2 bilden [MacNee 2005a]. Hierzu passend konnten in 
der Ausatemluft von Patienten mit COPD erhöhte Konzentrationen von verschiedenen 
Markern für oxidativen Stress, unter anderem H2O2 und 8-Isoprostan, gemessen werden 
[Dekhuijzen et al. 1996, Montuschi et al. 2001].  
Verschiedene Wirkmechanismen von oxidativem Stress bei der COPD sind denkbar. 
Beispielsweise können Oxidantien die Schleimproduktion durch Atemwegsepithelzellen 
erhöhen. H2O2 und HOCl sind in der Lage, in niedriger Konzentration eine signifikante 
Verschlechterung des Zilienschlages und damit eine reduzierte mukoziliäre Clearance zu 
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bewirken. Letztlich können diese beiden Faktoren zur Akkumulation von Schleim in den 
Atemwegen führen [MacNee 2005b].  
Des Weiteren wird die pulmonale Entzündung durch Hochregulierung von redoxsensitiven 
Transkriptionsfaktoren wie NF-κB (nuclear factor κB) und AP-1 (activating-protein-1) 
gefördert. NF-κB, welches Gene für inflammatorische Mediatoren reguliert, kann durch 
Oxidantien aktiviert werden und die Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren wie 
Interleukin-8 bewirken. Hierzu passend zeigte sich, dass Atemwegsepithelzellen von 
Patienten mit COPD mehr Interleukine freisetzen als solche von gesunden Personen 
[Vogelmeier et al. 2006]. 
Auch das Chromatinremodelling proinflammatorischer Gene kann durch oxidativen Stress 
beeinflusst werden und somit die Entzündungsreaktion in der Lunge fördern. Normalerweise 
ist die DNA eng um einen Histonkern gewunden, wodurch eine exzessive Transkription 
verhindert wird. Histonacetylasen acetylieren Histonreste und führen dadurch zur 
Ladungsänderung und zum Abspulen der DNA. In dieser Konfiguration können 
Transkriptionsfaktoren wie NF-κB die Genexpression steigern. Diesem Prozess wirken die 
Histondeacetylasen (HDAC) entgegen. Durch Deacetylierung von Histonresten bewirken sie 
ein Aufspulen der DNA mit Abschalten der Genexpression. Auch diese Abläufe sind 
redoxsensitiv. Eine Histonacetylierung wurde nach Exposition von Epithelzellen gegenüber 
Zigarettenrauchextrakt nachgewiesen. Diese kann durch das Antioxidanz N-Acetylcystein  
(NAC) verhindert werden, was erneut die Redoxsensitivität dieses Prozesses belegt. In 
Tiermodellen konnte nach Exposition gegenüber Zigarettenrauch eine Zunahme der 
Histonacetylierung und Abnahme der HDAC-Aktivität nachgewiesen werden [MacNee 
2005b]. Ito et al. [2005] fanden eine progrediente Abnahme der HDAC-Aktivität im 
Lungengewebe von Patienten mit COPD.  
 
2.3.1.4 Apoptose 
Gegenwärtig mehren sich die Hinweise dafür, dass auch ein gestörtes Gleichgewicht 
zwischen Apotose und Proliferation an der Enstehung der COPD beteiligt sein kann [Demedts 
et al. 2006]. Bei der Analyse emphysematischen Lungengewebes zeigte sich eine vermehrte 
Apoptose von Endothel- sowie Alveolarepithelzellen [Imai et al. 2005]. Andere Studien 
fanden neben einer erhöhten Apoptose auch eine erhöhte Proliferation von Aleveolarzellen 
bei COPD-Patienten [Yokohori et al. 2004]. Allerdings zeigte sich bei Patienten mit weit 
fortgeschrittenem Emphysem bei α1-Antitrypsinmangel keine veränderte Proliferation bei 
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gesteigerter Apoptoserate von Alveolarepithelzellen [Calabrese et al. 2005]. Es wird 
vermutet, dass der Verlust an Alveolarzellen auf eine durch Zigarettenrauch bedingte Apoptse 
zurückzuführen ist, die über Blockade des VEGF (vascular endothelial growth factor) 
vermittelt wird [MacNee 2005a]. Hierfür spricht, dass im Tierexperiment durch Blockade des 
VEGF-Rezeptors eine Apoptose alveolärer Zellen sowie die Entwicklung eines Emphysems 
hervorgerufen werden konnte [Kasahara et al. 2000]. Des Weiteren wurden im induzierten 
Sputum von Patienten mit Emphysem umso geringere Spiegel an VEGF nachgewiesen, je 
höher der Grad der Atemwegsobstruktion bzw. der Grad der Alveolardestruktion war 
[Kanazawa et al. 2003]. Tuder et al. [2003] konnten nachweisen, dass oxidativer Stress und 
Apoptose bei Ratten interagieren und mittels VEGF-Rezeptor-Blockade ein Emphysem 
verursachen können.  
 
2.3.2 Hypothese der vorzeitigen Seneszenz als partielle Ursache des Lungenemphysems 
Die oben genannten Mechanismen zur Entstehung eines Lungenemphysems erscheinen 
plausibel, jedoch erklären sie nicht, weshalb nur eine Minderheit der Raucher eine klinisch 
relevante COPD und ein Lungenemphysem entwickeln. Weiterhin ist zu beachten, dass auch 
andere, mit Oxidantienbelastung einhergehende, chronisch entzündliche Lungenerkankungen 
wie beispielsweise die zystische Fibrose nicht gehäuft mit einem Lungenemphysem assoziiert 
sind. Solche Beobachtungen legen nahe, dass neben oben genannten Faktoren an der 
Entstehung des Lungenemphysems noch weitere Mechanismen beteiligt sind, von denen es 
möglicherweise abhängt, ob sich ein Emphysem entwickelt. In diesem Zusammenhang 
gewinnt die Theorie einer vorzeitigen zellulären Seneszenz zunehmend an Interesse. Derzeit 
mehren sich die Hinweise, dass dies ein wesentlicher Faktor bei der Entstehung des 
Emphysems sein könnte.  
 
2.3.2.1 Klinische Hinweise für einen Zusammenhang zwischen Altern und Emphysem 
Es ist bekannt, dass chronische Raucher häufig Zeichen einer vorzeitigen Hautalterung 
aufweisen [Freiman et al. 2004]. Beispielsweise entsprach bei 70-jährigen Personen ein 
Konsum von 30 Zigaretten täglich einer zusätzlichen Hautalterung von ca. 14 Jahren [Leung 
& Harvey 2002]. Rauchen bewirkt in der Dermis eine Verdickung, Vermehrung und 
Fragmentierung elastischer Fasern [Frances et al. 1991, Just et al. 2007], die mit dem Ausmaß 
des Zigarettenkonsums korreliert. Just et al. [2005] beschrieben eine Korrelation zwischen 
den morphologischen Veränderungen elastischer Fasern und der Einschränkung der 
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Lungenfunktion bei Rauchern.  
Des Weiteren weiß man seit langem, dass auch Nichtraucher in hohem Alter eine 
Rarefizierung alveolärer Struktur entwickeln, die als Altersemphysem bezeichnet wird 
[Janssens et al. 1999]. Dies wird auf eine Veränderung der extrazellulären Matrix 
zurückgeführt. Bei normalem Gehalt an Elastin und Kollagen [Lang et al. 1994] zeichnet sich 
die extrazelluläre Matrix durch veränderte mechanische Eigenschaften aus, insbesondere 
durch eine Abnahme der Vernetzung des Elastins [Walton & Blackwell 1973], was letztlich 
zur Umorganisation und zu veränderten elastischen Eigenschaften der Lunge führt [Crapo 
1993]. 
Angesichts des beobachteten Zusammenhangs zwischen Zigarettenrauch, Alterung und 
Emphysem wird vermutet, dass eine vorzeitige Seneszenz bei der Entwicklung des 
Lungenemphysems eine Rolle spielen kann. Hierzu passend fanden Patel et al. [2006] eine 
Korrelation zwischen dem Ausmaß der Atemwegsobstruktion von Patienten mit COPD und 
der Bildung von Hautfalten im Gesicht. Da auch das Risiko, eine COPD zu entwickeln, mit 
dem Vorhandensein von Hautfalten korrelierte, schlugen die Autoren sogar vor, dies als 
Indikator für das Risiko einer COPD zu verwenden.  
 
2.3.2.2 Formen der zellulären Seneszenz 
Telomerenabhängige replikative oder intrinsische Seneszenz 
Das Phänomen der zellulären Seneszenz wurde erstmals 1961 von Hayflick  und Moorhead 
beschrieben [Hayflick & Moorhead 1961]. Unter diesem Begriff der „Zellalterung“ versteht 
man den terminalen irreversiblen Teilungsstopp von Zellen nach Ausschöpfung einer 
endlichen Zahl an Zellteilungen. Beispielsweise können humane Fibroblasten in vitro ca. 50-
70 Zelldivisionen durchlaufen, bevor sie ihre Teilungsfähigkeit dauerhaft verlieren [Serrano 
& Blasco 2001]. Dieser permanente Zellarrest bewirkt jedoch keinen frühzeitigen Zelltod, 
sondern führt im Gegenteil in der Regel zu einer relativen Resistenz gegenüber apoptotischen 
Signalen und somit zu einem eher langen Überleben der Zelle [Marcotte et al. 2004]. 
Morphologisch zeichnen sich seneszente Zellen durch einen vergrößerten und abgeflachten 
Zellkörper aus. Des Weiteren kann bei ihnen eine erhöhte Aktivität des gängigen 
Seneszenzmarkers SA-β-Galaktosidase (SA-β-Gal) nachgewiesen werden [Dimri et al. 1995, 
Kurz et al. 2000]. Die genannte durch ein limitiertes Teilungspotential der Zelle erreichte 
Seneszenz wird als replikative oder intrinsische Seneszenz bezeichnet. 
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Für das Eintreten der replikativen Seneszenz scheint im Wesentlichen eine progressive 
Verkürzung von Telomeren von Bedeutung zu sein. Telomere sind spezielle Strukturen am 
Ende der Chromosomen von Eukaryonten, die beim Menschen tandem-repetitive TTAGGG-
Sequenzen beinhalten. Sie dienen der Stabilisierung von Chromosomenenden, indem sie diese 
vor Rekombination und Degradation schützen. Außerdem spielen sie bei der DNA-
Replikation eine bedeutende Rolle [Dahse et al. 1997, Campisi et al. 2001].  
Bei der semikonservativen Replikation müssen RNA-Primer an die DNA-Stränge binden, 
damit die DNA-Polymerase zu jedem der beiden Einzelstränge einen Komplementärstrang 
bilden kann. Da alle Polymerasen bei Eukaryonten die DNA nur in Richtung 5'-3' 
synthetisieren können, erfolgt aufgrund der gegenläufigen Anordnung der beiden Stränge die 
DNA-Synthese auf der einen Seite kontinuierlich, auf der anderen Seite jedoch nur in 
einzelnen Abschnitten, den sogenannten Okazaki-Fragmenten. Nach Entfernung der Primer 
werden die Fragmente durch Polymerasen zusammengefügt. Am 5'-Ende des Tochterstranges 
verbleibt eine Lücke, die nicht aufgefüllt werden kann, da eine freie 3-DNA fehlt, um einen 
Primer anzulagern. Auf diese Weise gehen bei jeder Replikation am Ende eines Chromosoms 
etwa 35-100 Basenpaare verloren, was zu einer sukzessiven Verkürzung des Chromosoms 
führt. Dies wird als Endreplikationsproblem bezeichnet. Bei Erreichen einer kritischen 
Mindestlänge verliert die Zelle ihre Fähigkeit zur Zellteilung und geht in einen seneszenten 
Zustand über. Menschliche Zellen durchlaufen ca. 60-80 Teilungen vor Erreichen dieses 
sogenannten „Hayflick-Limits“ [z.B. Sherr & DePinho 2000]. Da die Telomer-DNA zumeist 
nichtkodierende DNA-Sequenzen umfasst, geht bei der Zellteilung keine genetische 
Information verloren.  
Ein Enzym, das der fortschreitenden Verkürzung entgegenwirkt, indem es die Telomere 
unter Verwendung einer RNA-Matritze rekonstruieren kann, ist die Telomerase. Diese ist 
jedoch in der Regel vor allem in Keim- und Stammzellen aktiv. In anderen Körperzellen ist 
ihre Aktivität häufig mit einer malignen Entartung assoziiert.  
Experimentell konnte gezeigt werden, dass die Telomerenlängen mit zunehmendem 
Zellalter in vitro abnehmen [Allsopp et al. 1992, Chang & Harley 1995]. Wenngleich die 
Bedeutung der zellulären Seneszenz für das Altern eines Organismus noch nicht geklärt ist, 
konnten interessanterweise auch in vivo für verschiedene Gewebe (Kolonmukosa, Haut, 
weiße Blutzellen, Niere, Leber) eine Verkürzung der Telomeren mit zunehmendem 
Lebensalter nachgewiesen werden [Hastie et al. 1990, Allsopp et al. 1992, Vaziri et al. 1993, 
Melk et al. 2000, Aikata et al. 2000]. Hierbei ist zu beachten, dass sowohl in verschiedenen 
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Organen einer Person als auch interindividuell bei gleichem Alter eine große Variabilität der 
Telomerenlängen vorliegt [Friedrich et al. 2000]. Beim Menschen scheinen genetische 
Unterschiede [Slagboom et al. 1994, Bischoff et al. 2005a] inklusive des Geschlechts 
[Bischoff et al. 2005b] bis hin zu Unterschieden des Lebensstils und psychischen 
Stressfaktoren [Epel et al. 2004] eine Rolle zu spielen. Anhand von Hautzellen wurde vielfach 
versucht, eine Assoziation zwischen Telomerenlänge und Lebensalter zu eruieren [z.B. 
Lindsey et al. 1991 Friedrich et al. 2000, Nakamura et al. 2002]. Neuere, an Primaten 
gewonnene Daten, weisen darauf hin, dass Zellen der Haut prinzipiell für die Bestimmung des 
Grades der Seneszenz eines Organismus geeignet sind [Herbig et al. 2006]. 
Bei der replikativen Seneszenz tritt der Proliferationsstopp in der G1-Phase des Zellzyklus 
auf. Für die Vermittlung der Seneszenz scheint die Aktivierung von Inhibitoren der cyclin-
dependent kinases (CDK) wie p53, p16ink4a und p21CIP1/WAF1/Sdi1 wesentlich zu sein, was 
schließlich zur Hypophosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins (Rb) führt.  
Das Endreplikationsproblem stellt nicht den einzigen Faktor dar, der zur Verkürzung von 
Telomeren führt. Auch die Einwirkung freier Radikale kann die Telomere schädigen und zu 
Einzelstangbrüchen führen. Offensichtlich erfolgt der Telomerenverlust durch Oxidantien 
vorzugsweise während der Mitose [Chen et al. 2001]. Unklar ist, inwieweit dieser Effekt auch 
unabhängig von der Zellteilung auftritt.  
 
Stress-induzierte Seneszenz 
Eine zelluläre Seneszenz lässt sich auch telomerunabhängig bei juvenilen Zellen unter 
Einwirkung von Stressoren vorzeitig induzieren. Dieses als „Stress-induzierte Seneszenz“ 
bezeichnete Phänomen kann beispielsweise durch aktivierte Onkogene, reaktive 
Sauerstoffspezies oder DNA-Schädigung ausgelöst werden [Campisi 2005]. In-vitro-
Experimente haben mehrfach gezeigt, dass Oxidantien wie beispielsweise H2O2 eine 
Seneszenz bei Fibroblasten auslösen können, die nicht mit einer Verkürzung von Telomeren 
einhergehen muss. An der Vermittlung dieser Effekte scheint insbesondere p16INK4a im 
Zusammenspiel mit dem Retinoblastoma-Protein (Rb) eine zentrale Rolle zu spielen. 
Angesichts des oxidativen Stresses, den Entzündungszellen bei der COPD verursachen, 
könnte diese Form der Seneszenz beim Emphysem wie bei anderen chronischen 
Erkrankungen eine zentrale Rolle spielen. 
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2.3.2.3 Zelluläre Seneszenz als Faktor bei Organerkrankungen 
Anzeichen einer zellulären Seneszenz wurden bei verschiedenen Erkrankungen 
beschrieben und als eventueller kausaler Faktor bei deren Pathogenese diskutiert. So konnte in 
Nieren mit chronischer Allograft-Nephropathie eine erhöhte Anzahl seneszenter Zellen 
mittels SA-β-Gal nachgewiesen werden, die mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelierte 
[Ferlicot et al. 2003]. Bei Patienten mit Leberzirrhose fanden sich in den Hepatozyten 
verkürzte Telomeren und eine erhöhte SA-β-Gal-Aktivität als Zeichen einer zellulären 
Seneszenz, was mit dem Grad der Zirrhose assoziiert war [Wiemann et al. 2002]. Auch in 
atherosklerotischen Läsionen der Koronararterien konnte insbesondere im Bereich des 
Endothels eine erhöhte Anzahl seneszenter Zellen nachgewiesen werden. Fortgeschrittene 
Atherosklerose-Plaques wiesen zudem in den glatten Muskelzellen der Intima eine vermehrte 
SA-β-Gal-Aktivität auf [Minanimo et al. 2004, Erusalimsky & Kurz 2005]. 
 
2.3.2.4 Hinweise für Seneszenz als partielle Ursache der COPD in vitro und in vivo 
Rauchen ist der größte Risikofaktor für das Entstehen einer COPD. Angesichts der 
Hypothese einer vorzeitigen Alterung als partielle Ursache des Lungenemphysems stellt sich 
die Frage, ob Rauchen eine zelluläre Seneszenz auslösen kann. In der Tat zeigten menschliche 
Lungenfibroblasten in vitro bei dauerhafter sowie temporärer Exposition gegenüber 
Zigarettenrauchextrakt (CSE) eine dosisabhängige Abnahme der Proliferationsrate. Hierbei 
wurde bei den gegenüber CSE exponierten Zellen vermehrt der Seneszenzmarker SA-β-
Galaktosidase nachgewiesen [Jörres et al. 2005]. Ähnliche Ergebnisse fanden Nyunoya et al. 
[2006] an einer menschlichen Fibroblastenzelllinie. Hierbei konnte nach Exposition 
gegenüber CSE neben einem vermehrten Nachweis von SA-β-Galaktosidase auch eine 
verstärkte Expression von p16 und p21 als weitere Seneszenzmarker gemessen werden. Auch 
bei humanen Alveolarepithelzellen in vitro und bei Alveolarzellen der Maus in vivo induzierte 
Zigarettenrauch eine zelluläre Seneszenz mit Anstieg der Seneszenzmarker SA-β-
Galaktosidase und p21Cip1/WAF1/Sdi1 [Tsuji et al. 2004].  
Mehrfach wurde emphysematisches Lungengewebe bezüglich Hinweisen auf eine zelluläre 
Seneszenz untersucht. Hierbei konnte zunächst gezeigt werden, dass Lungenfibroblasten von 
Patienten mit Emphysem im Gegensatz zu Zellen von lungengesunden Personen in vitro eine 
geringere Proliferationsrate als einfachster Marker einer zellulären Seneszenz aufweisen 
[Holz et al. 2004]. Zudem färben sich Lungenfibroblasten von Emphysem-Patienten im 
Vergleich zu gesunden Rauchern vermehrt für den Seneszenzmarker SA-β-Galaktosidase an 
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[Müller et al. 2006]. Weitere Evidenz für das Vorhandensein zellulärer Seneszenz beim 
Lungenemphysem liefern die Beobachtungen von Tsuji et al. [2006], die in humanem 
emphysematischem Gewebe bei Alveolarzellen des Typ II und bei Endothelzellen eine 
erhöhte Expression der Seneszensmarker p16INK4a und p21Cip1/WAF1/Sdi1 nachwiesen, die mit 
dem Grad der Atemwegsobstruktion korrelierte.  
Die Hypothese, dass die Telomerenverkürzung eine Ursache für ein durch Rauchen 
induziertes Lungenemphysems darstellt, erscheint plausibel angesichts der Tatsache, dass 
unter Einwirkung von oxidativem Stress wie etwa Zigarettenrauch vermehrt DNA-
Doppelstrangbrüche mit konsekutiver Telomerenverkürzung auftreten können. Zudem ließe 
sich die variable Suszeptibilität gegenüber der Entstehung eines durch Lebensalter oder 
toxisch induzierten Emphysems durch die interindividuell sehr unterschiedliche 
Telomerenlänge erklären. In der Tat war die Telomerenlänge in Alveolarzellen des Typ II 
sowie in Endothelzellen aus Lungengewebe von Emphysempatienten in situ kürzer als bei den 
Kontrollpersonen [Tsuji et al. 2006]. 
Im Gegensatz hierzu fanden sich in Kulturen von Lungenfibroblasten von Patienten mit 
Emphysem trotz positiver Marker einer zellulären Seneszenz keine wesentlichen Unterschiede 
der Telomerenlängen im Vergleich zu Kontrollpersonen [Müller et al. 2006]. Angesichts 
dieser Ergebnisse ist die Telomeren-Verkürzung zwar eine plausible Erklärung, kann jedoch 
zumindest die bei Fibroblasten induzierte Proliferationsreduktion nur unzureichend erklären. 
Bezüglich methodologischer Aspekte wäre auch denkbar, dass die widersprüchlich 
erscheinenden Ergebnisse Ausdruck von verschiedenen Mechanismen bei Zellen in 
histologischen Lungenparenchymschnitten und in Kultur angezogenen Zellen sind. Mag die 
zelluläre Seneszenz in diesem Rahmen zunächst als primär organspezifisches Problem 
erscheinen, so verweisen die Beziehungen zwischen Seneszenz bzw. Langlebigkeit und 
Metabolismus bzw. Körpergewicht auf den möglichen Einfluss weiterer Faktoren und 
Zelltypen, darunter Adipozyten, die Gegenstand dieser Untersuchung sind. 
 
2.4 Zusammenhang zwischen Körpergewicht, Adipozyten und 
Lungenemphysem 
 
2.4.1 Die Rolle des Körpergewichts beim Lungenemphysem 
Wie bereits oben erwähnt weisen Patienten mit COPD und insbesondere solche mit 
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Lungenemphysem häufig einen kachektischen Habitus auf, was im Rahmen dieser Arbeit von 
besonderem Interesse ist (siehe 2.2.1). Die Prävalenz eines klinisch relevanten 
Untergewichtes beträgt bei leicht- bis mittelgradiger COPD 10-15 % und bei fortgeschrittener 
Erkrankung ca. 50 % [Decramer et al. 2005]. Des Weiteren ist eine Gewichtsabnahme bei 
Patienten mit COPD mit einer erhöhten Mortalität assoziiert [Prescott et al. 2002]. Die 
Auswertung von Daten der Copenhagen City Heart Studie ergab eine Korrelation zwischen 
dem Grad der Gewichtsabnahme und dem Schweregrad der COPD. Nach 5 Jahren wiesen  
30 % der untersuchten Patienten mit schwergradiger COPD eine Gewichtsabnahme von 
mindestens 1 Einheit BMI auf. Gewichtsreduktion wiederum ging in der Studie allgemein mit 
einer erhöhten Mortalität einher [Prescott et al. 2002]. Chailleux et al. [2003] fanden bei 
Patienten mit COPD und Heimsauerstofftherapie eine positive Korrelation des BMI mit der 
FEV1 sowie mit der 5-Jahres-Überlebensrate. Des Weiteren erwies sich in dieser Studie ein 
niedriger BMI als Prediktor für die Dauer und Häufigkeit von Krankenhausaufenthalten. 
Darüber hinaus wurde gezeigt, dass normalgewichtige Raucher gegenüber solchen mit 
leichtgradigem Übergewicht ein nahezu dreimal so hohes Risiko aufweisen, eine COPD zu 
entwickeln [Harik-Khan et al. 2002].  
Bei Patienten mit COPD kommt es im Rahmen des Gewichtsverlustes sowohl zur 
Abnahme von Fettgewebe als auch in noch größerem Ausmaß zur Reduktion von fettfreier 
Masse [Ischaki et al. 2007]. Letztere war dem BMI als Prediktor für die Mortalität in 
mehreren Studien überlegen. Als Ursache für den Gewichtsverlust bei COPD werden unter 
anderem ein erhöhter Grundumsatz, vermehrte Atemarbeit, Medikamente sowie die 
systemische Inflammation vermutet [Agustí 2005, Budweiser et al. 2008].  
Die genannten Daten weisen in die Richtung, dass ein Lungenemphysem häufig mit einem 
erniedrigten Körpergewicht assoziiert ist und dass ein Untergewicht bzw. normales 
Körpergewicht im Vergleich zum Übergewicht die Entstehung und Progredienz der 
Erkrankung fördern kann. 
 
2.4.2 Wirkungen kalorischer Restriktion 
Es ist seit langem bekannt, dass eine kalorische Restriktion im Sinne einer verminderten 
Nahrungsaufnahme ohne Mangelernährung bei Maus und Ratte zu emphysemartigen 
Veränderungen der Lunge führt [Sahebjami & Wirman 1981, Massaro & Massaro 2004, 
Massaro et al. 2004]. In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen weisen auch Patienten mit 
Anorexia nervosa eine emphysemähnliche Rarefizierung des Lungengewebes auf [Cook et al. 
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2001, Coxson et al. 2004]. Bemerkenswerterweise bildeten sich die durch kalorische 
Restriktion induzierten emphysemartigen Veränderungen bei Mäusen nach vermehrter 
Nahrungszufuhr wieder zurück [Massaro et al. 2007]. Diese Beobachtungen weisen in die 
Richtung, dass die Entwicklung eines Emphysems beim Menschen durch systemische 
Eingriffe induziert oder begünstigt werden kann. Insgesamt sprechen diese Daten dafür, dass 
ein reduziertes Körpergewicht nicht nur Folge eines Emphysems sondern auch treibender 
Faktor für dessen Entwicklung und Progression sein kann.  
Neben der Entwicklung emphysemartiger Veränderungen vermag eine kalorische 
Restriktion auch die Lebensspanne zahlreicher Organismen zu verlängern [Heilbronn & 
Ravussin 2003]. Hierbei korreliert die Lebensverlängerung mit dem Grad der kalorischen 
Restriktion [Merry 2002]. Dieser Effekt auf die Lebenszeit scheint auch beim Primaten 
vorhanden zu sein [Roberts et al. 2001, Lane et al. 2002]. Es konnte gezeigt werden, dass 
dieser erhöhten Lebensdauer eine reduzierte zelluläre Teilungsbereitschaft und entsprechend 
ein veränderter Umsatz von Energiereserven zugrunde liegt [Hsieh et al. 2005, Jiang et al. 
2000]. Inwieweit diese Daten auf den Menschen übertragbar sind, ist derzeit unklar.  
Mit der kalorischen Restriktion gehen metabolische Änderungen im Sinne eines 
Hungerzustandes und einer Langlebigkeit einher. Die Genexpression ist hierbei 
entgegengesetzt der bei der Alterung vorhandenen Genexpression [Lee et al. 1999]. In die 
Antwort auf die kalorische Restriktion und die Vermittlung der Langlebigkeit ist der gesamte 
Organismus miteinbezogen, jedoch sind Adipozyten hierbei von besonderer Bedeutung. Dies 
verdeutlicht die Beobachtung, dass Mäuse mit einem reduzierten Anteil an weißem 
Fettgewebe auch ohne kalorische Restriktion eine längere Lebenszeit aufweisen [Blüher et al. 
2003].  
Ebenso bewirkt das Rauchen als Hauptursache der COPD Änderungen des Körpergewichts 
und des Stoffwechsels. Dies wird im Wesentlichen über die Wirkung neuroendokriner 
Faktoren, insbesondere durch Neuropeptid Y (NPY) erklärt [Li et al. 2000]. Nach Beendigung 
des Rauchens kommt es zu einer Zunahme des Körpergewichts, die im Wesentlichen auf 
einer Zunahme der Fettmasse beruht [Filozof et al. 2004]. Dieser Effekt wird einem 
verminderten Grundumsatz, geringer körperlicher Aktivität sowie einer vermehrten 
Nahrungszufuhr zugeschrieben. 
Wasserlösliche Bestandteile des Zigarettenrauches können über die Zirkulation in 
verschiedene Organe gelangen und dort die Entstehung von Krankheiten wie beispielsweise 
die Atherosklerose begünstigen. Prinzipiell ist es daher denkbar, dass auch Fettgewebe über 
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diesen Weg durch Zigarettenrauch in seiner Funktion beeinträchtigt werden kann. Somit 
scheint es plausibel, dass Komponenten des Zigarettenrauchs auch direkte Effekte auf 
Adipozyten ausüben können. Da ein niedriges Körpergewicht wie oben beschrieben 
begünstigend auf die Entwicklung einer COPD wirkt, wäre dies ein möglicher Mechanismus, 
über systemische Effekte die Entstehung und den Verlauf einer COPD zu beeinflussen.  
Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 1 die hier behandelten Einflussfaktoren bei der 
Pathogenese des Lungenemphysems unter besonderer Berücksichtigung einer möglichen 












Abbildung 1: Schema zentraler Faktoren bei der Pathogenese des Lungenemphysems und die mögliche Rolle 
von Adipozyten im Krankheitsprozess; erweitert nach Karrasch et al. [2008]. 
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3. Ziel der Arbeit 
Angesichts der Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Rauchen, COPD und 
Adipozyten (siehe 2.4) wird in dieser Arbeit untersucht, ob die Exposition von Präadipozyten 
gegenüber Zigarettenrauchextrakt (CSE) in vitro Effekte auf die Proliferation, 
Differenzierung und Funktion dieser Zellen ausübt.  
Für die Versuche wurde eine Präadipozytenzelllinie der Maus (3T3-L1) verwendet, welche 
ein viel untersuchtes Zellmodell für die Präadipozytendifferenzierung darstellt. Nach Anzucht 
der Zellen wurde die Differenzierung 2 Tage nach Erreichen der Konfluenz durch Zugabe 
eines Differenzierungscocktails aus Insulin, Isobutylmethylxanthin (IBMX) und 
Dexamethason eingeleitet. Drei Stunden nach Beginn der Differenzierung wurden die Zellen 
mit 5 % CSE benetzt. Zu den als Kontrolle dienenden Zellen wurde in analoger Weise 
Kulturmedium gegeben. Um zu prüfen, ob direkte Auswirkungen von CSE auf die 
Präadipozyten prinzipiell möglich sind, wurden die Zellen einer dauerhaften Exposition 
ausgesetzt. Jeweils in Doppelbestimmung erfolgten in beiden Versuchsarmen Messungen der 
Zellzahl, des Lipidgehaltes, der Aktivität der Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase (GPDH) als 
Adipozyten-spezifisches Enzym sowie des Proteingehaltes.  
Mit Hilfe dieses experimentellen Ansatzes sollten im Rahmen dieser Arbeit folgende 
Fragen beantwortet werden: 
- Welchen Effekt hat die Exposition gegenüber CSE auf die Proliferation von 
Präadipozyten bzw. Adipozyten? 
- Welchen Effekt hat die Exposition gegenüber CSE auf die Lipideinlagerung in 
Adipozyten? 
- Welchen Effekt hat die Exposition gegenüber CSE auf die Aktivität der GPDH, 
einem Enzym der Fettsäuresynthese und einem Marker der 
Präadipozytendifferenzierung? 
- Welchen Effekt hat die Exposition gegenüber CSE auf den Proteingehalt von 
Präadipozyten bzw. Adipozyten? 
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β-Nicotinamide Adenine Dinucleotid (NADH, Sigma) 
Bovine serum albumin (Albumin Fraktion V, Roth) 
Desinfektionslösung (Bacillol, Bode) 
Dexamethason (Sigma) 
Dihydroxyacetonphosphate (Fluka)  
Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma) 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, high glucose (ATCC)  
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, low glucose (Gibco)  
Dulbecco’s phosphatgepufferte Kochsalzlösung (D-PBS, Gibco) 
EDTA (Merck) 
Eindeckmittel (Aquatex, Merck)  
Fibronektin (Fibronectin from human plasma 0,1 % solution, Sigma) 
Formalin (10 %, Roti-Histofix, Roth) 
Fötales Rinderserum (Fetal calf serum (FCS), Gibco) 
Gentamycin (Gibco) 
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) activity assay kit (TaKaRa) 
Hände-Desinfektionsmittel (Sterillium, Bode) 
Hanks balanced salt solution (HBSS, Gibco) 
Insulin solution human (10 mg/ml, Sigma) 
3-Isobutyl-1-methylxanthine (IMBX, Sigma) 
Isopropanol (Merck) 
Oil Red O (Sigma) 
Penicillin-Streptomycin-Lösung (Gibco)  
Roti Nanoquant Konzentrat (Roth) 
Serum neugeborener Kälber (Newborn calf serum (NCS), Biochrom AG Seromed)  
Steriles Wasser (Aqua ad injectabilia, Braun) 
Triäthanolamin (Sigma) 
Tris (Sigma) 
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Absaugpumpe (Laboport-Membran-Vakuumpumpe N86KN18, Roth) 
Brenner (Gasprofi 1 SCS, Wild-Tec) 
Brutschrank (BB 6060, Heraeus; sowie CB 210, Binder GmbH) 
Digitalkamera (Canon PowerShot A95) 
Gaschromatograph (Trace GC, Thermo Electron Corporation) 
Lichtmikroskop (Leitz Labor Luxs Typ 020505030, Leica) 
Modifiziertes inverses Mikroskop (Axiovert 40 C, Carl Zeiss AG) 
Photometer (UV-1602, Shimadzu; sowie LP 700, Dr. Lange) 
Sterile Werkbank (BDK, Luft- und Reinraumtechnik GmbH) 
Vortexer (MS1 Minishaker, IKA) 
Wasserbad und Pumpe (M12, Lauda) 
Waage (H54AR, Mettler) 
Zellzählgerät (Ferrari) 
Zentrifuge (Centrifuge 5415 R, Eppendorf¸ sowie Labofuge 400, Function Line, Heraeus) 
 
Sonstige Materialien 
Deckglas (Cover Glass, VWR International) 
Einkanalpipetten (Eppendorf Reference, variables Volumen) 
Einwegküvette (UV-Küvette mikro, Brand)  
Filter (Filtropur S 0,2, Sarstedt) 
Kulturflaschen (TC 75, Sarstedt) 
Kryoröhrchen (Cryovial sterile 2 mL, Simport Quebec) 
Latexhandschuhe (powder-free, Semper carl edition) 
Neubauer Zählkammer (Neubauer improved, Tiefe 0,1 mm, 0,0025 mm2) 
Objektträger (76 × 26 mm, Menzel-Gläser) 
Pasteur-Pipetten (Brand) 
Pipettenspitzen (Filterspitzen Typ M (1250 µL) und Typ A (100 µL), Sarstedt; Multi Guard 
Barrier Tips (1-10 µL), Sorenson BioScience; Aerosol pipet tips with high recovery 
filter/wide orifice (200µL),VWR International) 
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Plättchen (Tissue Culture Coverslips 13 mm, Sarstedt) 
Präadipozyten der Maus (3T3-L1 Embryo Fibroblasts Mouse, Bezugsquelle ATCC, Product 
CL-173, CCL-92.1) 
Röhrchen (15 mL, 50 mL, Sarstedt) 
Serologische Pipetten (2mL, 5mL, 10 mL, 25 mL, Sarstedt) 
Sterile Spritzenvorsatzfilter (0,2 µm, Sarstedt) 
Transferpipetten (3,5 mL, Sarstedt) 
Vacuum Driven Disposable Filtration System Stericup, Millipore 
Waschflasche (Impinger, DEHA Haan & Wittmer GmbH) 
24-Well-Platten (Sarstedt) 
Zellspachtel (TPP) 
Zigaretten (Gauloise Blondes) 
 
4.2 Gewinnung des Zigarettenrauchextrakts 
Um die Auswirkungen des Rauchens auf Strukturzellen zu bestimmen, wurde ein Modell 
der Exposition von Zellkulturen gegenüber Zigarettenrauch (CSE = cigarette smoke extract) 
etabliert. Dabei wurde in einem standardisierten Verfahren Zigarettenrauch in ein 
Kulturmedium aufgenommen, so dass hauptsächlich die wasserlöslichen Bestandteile des 
Zigarettenrauches gewonnen wurden. Um Schwankungen der Nikotinkonzentration 
auszuschließen, wurde diese mittels Gaschromatographie (Trace GC, Thermo Electron 
Corporation) bestimmt. Die Messung wurde zugleich als Grundlage der Definition der 
Nikotinkonzentration für die Vergleichsexperimente verwendet. 
 
4.2.1 Abrauchen der Zigaretten 
Um den Zigarettenrauchextrakt zu gewinnen, wurden Zigaretten mit Hilfe einer 
motorbetriebenen Probennahmepumpe oder einer Wasserstrahlpumpe unter einem Abzug 
abgeraucht. Der hierbei innerhalb von 5 Minuten entstehende Hauptstromrauch wurde durch 
einen kurzen Schlauch geleitet und mittels einer Waschflasche (Impinger, DEHA Haan & 
Wittmer GmbH) mit Fritte in 10 mL D-MEM-Kulturmedium (low glucose, Gibco) 
aufgenommen (siehe Abb. 2). Die Waschflasche, die seitens des Herstellers speziell für eine 
derartige Probennahme konstruiert wurde, war mit 30 mL D-MEM gefüllt, was das 
aufeinander folgende Abrauchen von 3 Zigaretten erlaubte. Die Absaugrate war so eingestellt, 
dass in 5 Minuten die Zigarette bis kurz vor Beginn des Filters abgeraucht wurde. Bei diesem 
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Verfahren entwich Nebenstrom des erzeugten Zigarettenrauchs in den Abzug, so dass nicht 
der gesamte entstandene Rauch in das Kulturmedium aufgenommen wurde. Im Anschluss an 
den Abrauchvorgang wurde die Fritte mittels eines trockenen Tuches von den entstandenen 




Abbildung 2: Aufbau des Versuchs zum standardisierten Abrauchen der Zigaretten. Zu sehen sind die Saug-
pumpe, Waschflasche (Impinger) und das kurz gehaltene Schlauchsystem zwischen Zigarette und der Impinger. 
 
Um so weit wie möglich realitätsnahe Bedingungen zu erzeugen, wurden - im Unterschied 
zu anderen in der Literatur beschriebenen Versuchen - Zigaretten mit Filter eingesetzt. Da 
Filter die Zusammensetzung des Rauchs verändern, indem sie hoch siedende (vorwiegend 
kanzerogene) Bestandteile absorbieren, verblieben die Filter auch beim Abrauchen auf den 
Zigaretten. Dadurch wurde verhindert, dass Substanzen des Zigarettenrauchs, die beim 
üblichen Rauchen relativ zum Gesamtrauch teilweise ausgefiltert werden, im gelösten 
Medium überrepräsentiert waren. Um die Bedingungen weiter realitätsnah zu halten, wurden 
außerdem bei allen Versuchen handelsübliche Zigaretten der Marke Gauloise Blondes 
(nominell Teer 10 mg, Nikotin 0,8 mg) verwendet. Diese haben im Gegensatz zu den sonst 
häufig eingesetzten Kentucky-Referenzzigaretten einen höheren Teer- bzw. Nikotingehalt.  
Aus methodologischen Gesichtspunkten wurde insbesondere auf die Reproduzierbarkeit 
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der Extraktzusammensetzung großen Wert gelegt. Mittels regelmäßiger Messungen des 
Nikotingehaltes wurde die Standardisierung sichergestellt. Die gemessenen 
Nikotinkonzentrationen im CSE betrugen zwischen 132 und 200 µg/mL und lagen im Mittel 
bei 168 µg/mL. Wiederholungsmessungen ergaben einen Variationskoeffizienten der 
Nikotinbestimmung von 8-10 %.  
 
4.2.2 Verarbeitung des Zigarettenrauchextrakts 
Nach Gewinnung des in D-MEM aufgenommenen Zigarettenrauchextrakts wurde dieser 
steril filtriert (sterile 0,2 µm Spritzenvorsatzfilter oder alternativ Vacuum Driven Disposable 
Filtration System Stericup, Millipore) und anschließend in Aliquots bei -32oC gelagert. Alle 
Expositionen wurden mit wieder aufgetautem Zigarettenrauchextrakt durchgeführt. Dies 
erfolgte unter der Annahme, dass Aliquots, die aus der Zusammenfassung einer größeren 
Probe von Zigaretten (>15) erzeugt wurden, geringere Schwankungen aufweisen, als dies 
beim Abrauchen einzelner Zigaretten und Verwendung nativer Rauchproben der Fall gewesen 
wäre. Des Weiteren hätte die Gewinnung des Zigarettenrauchs bei jedem einzelnen Versuch 
einen deutlichen zusätzlichen experimentellen Aufwand bedeutet. In Vorversuchen wurde 
gezeigt, dass keine Unterschiede zwischen eingefrorenem und nativem Zigarettenrauchextrakt 
in Bezug auf den Nikotingehalt und die Wirkung auf das Wachstum von Lungenfibroblasten 
bestanden. Der nach dem beschriebenen Verfahren gewonnene Zigarettenrauchextrakt wurde 
als Stammlösung der Konzentration 100 % definiert.  
 
4.3 Zellkultur und Exposition 
 
4.3.1 Zellkulturbedingungen 
Die Präadipozyten der Maus (3T3-L1 Embryo Fibroblasts Mouse, Bezugsquelle: American 
Type Culture Collection (ATCC), Product CL-173 (CCL-92.1)) wurden im Brutschrank (BB 
6060, Heraeus sowie CB 210, Binder GmbH) unter Standardbedingungen (37oC, 5 % CO2) 
angezogen. Um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewährleisten, war der Boden des 
Brutschrankes mit 3-4 L sterilem Wasser gefüllt. Als Kulturmedium wurde das für diesen 
Zelltyp empfohlene D-MEM mit hohem (4500 mg/L) Glukose-Gehalt (Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium, ATCC) verwendet, welchem zusätzlich 10 % Serum neugeborener Kälber 
(Newborn calf serum [NCS], Biochrom AG Seromed) sowie die Antibiotika Streptomycin, 
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Gentamycin und Penicillin beigefügt wurden. Ab der Zugabe des Differenzierungscocktails 
wurde das Kulturmedium mit fötalem Rinderserum (Fetal calf serum (FCS), Gibco) anstatt 
des NCS versetzt. Alle 2-3 Tage wurde das Kulturmedium gewechselt.  
Die Arbeit mit den Zellkulturen erfolgte zumeist unter der sterilen Werkbank (BDK, Luft 
und Reinraumtechnik GmbH). Es wurden nur sterile und / oder pyrogenfrei gekennzeichnete 
Einmalartikel oder autoklavierte Geräte verwendet. Die Arbeit unter der sterilen Werkbank 
wurde erst nach einer Vorlaufzeit von mindestens einer halben Stunde begonnen. Vor, 
zwischen und nach der Arbeit wurde die Arbeitsfläche per Wischdesinfektion mit Bacillol 
gereinigt. Ebenso wurden alle Gefäße und Geräte vor Verwendung unter der sterilen 
Werkbank gründlich desinfiziert. Vor der Arbeit mit den Zellkulturen erfolgte eine 
ausführliche Händedesinfektion, auch die während der sterilen Arbeit getragenen 
Latexhandschuhe wurden zuvor mit Sterillium desinfiziert. 
 
4.3.2 Anzucht der Zellen und Mediumwechsel 
Die Anlieferung der Präadipozyten der Maus erfolgte im kryokonservierten Zustand. Zum 
Auftauen der Zellen wurde das Kryoröhrchen im Wasserbad bei 37oC erwärmt. Anschließend 
wurden die Zellen unter sterilen Bedingungen in eine Kulturflasche (TC75, Sarstedt) gegeben, 
welche bereits 9 mL des auf 37oC vorgewärmten NCS-Kulturmediums enthielt. Im Folgenden 
wurden die Zellen im Brutschrank unter oben beschriebenen Kulturbedingungen (siehe 4.3.1) 
angezogen, wobei das Kulturmedium in der Regel montags, mittwochs und freitags 
gewechselt wurde. Hierzu wurde das Medium mittels einer vorher abgeflammten Pasteur-
Pipette (Brand) aus der Kulturflasche abgesaugt und frisches NCS-Kulturmedium (montags 
und mittwochs 9 mL, freitags 12 mL) mittels einer serologischen Pipette (Sarstedt) in die 
Kulturflasche gegeben. Anschließend wurden der Flaschenhals sowie die Kappe kurz 
abgeflammt, die Flasche verschlossen und in den Brutschrank gegeben. Dort wurde die Kappe 
auf halboffen gestellt, um einen guten Gasaustausch zu ermöglichen. 
 
4.3.3 Passagieren der Zellen 
Das Passagieren der Zellen erfolgte alle 5-6 Tage bei 60-80 % Konfluenz. Hierzu wurden 
die Zellen nach Absaugen des Kulturmediums und dreimaligem Waschen mit je 3 mL HBSS 
(Hanks balanced salt solution, Gibko) mit 3 mL Trypsin-EDTA (Gibko) für 5 Minuten im 
Brutschrank inkubiert, so dass sie sich durch leichtes Klopfen ablösen ließen. Durch Zugabe 
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von 3 mL NCS-haltigen Kulturmediums wurde die Trypsinisierung gestoppt. Nach dem 
Zentrifugieren der Zellen (Raumtemperatur, 8 Minuten, 1400 Upm, Labofuge 400, Function 
Line, Heraeus) wurde der Überstand abgesaugt und das Sediment in NCS-haltigem 
Kulturmedium resuspendiert. Anschließend wurde die Zellzahl mittels einer Neubauer-
Zählkammer ermittelt und die Zellen erneut in Kulturflaschen (TC75, Sarstedt, 20.000 
Zellen/Kulturflasche in je 9 mL NCS-Medium) oder für den Versuchsansatz in 24-Loch-
Platten (Sarstedt, 20.000 Zellen/Well in je 500 µL NCS-Medium) ausgesät. Die nicht 
benötigten Zellen wurden eingefroren und in Flüssigstickstoff aufbewahrt (siehe 4.3.4).  
 
4.3.4 Kryokonservierung der Zellen 
Für die Aufbewahrung der Zellen in flüssigem Stickstoff wurden sie wie oben beschrieben 
trypsinisiert, zentrifugiert und in NCS-haltigem Kulturmedium resuspendiert. Anschließend 
wurden sie unter Zugabe von 10 % DMSO (Dimethyl sulfoxide, Sigma) auf Kryoröhrchen im 
Eisbett verteilt. In Alufolie und einem Luftpolsterumschlag verpackt erfolgte eine Abkühlung 
im Gefrierschrank auf minus 32oC. Am folgenden Tag wurden die Zellen in die Gasphase des 
Flüssigstickstoffes überführt, wo sie für mindestens 24 Stunden gelagert wurden. 
Anschließend erfolgte eine dauerhafte Konservierung in der Flüssigphase des Stickstoffes.  
Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem Flüssigstickstoff entnommen und bei 37oC 
erwärmt. Nach Erreichen der flüssigen Phase wurden sie umgehend mit vorgewärmtem NCS-
Kulturmedium (37oC) versetzt, in 15 mL Röhrchen (Sarstedt) überführt, zentrifugiert 
(Raumtemperatur, 5 Minuten, 1300 Upm, Labofuge 400, Function Line, Heraeus) und nach 
Absaugen des Kryokonservierungsmediums erneut in NCS-Kulturmedium resuspendiert. Die 
weitere Anzucht erfolgte wie oben beschrieben in Kulturflaschen (TC 75) im Brutschrank. 
 
4.3.5 Versuchsansatz in 24-Loch-Platten  
Die Versuche wurden in 24-Loch-Platten (Sarstedt) durchgeführt. Randeffekte konnten 
durch eine geeignete Belegung der Platten mit parallelen Ansätzen verhindert werden. Pro 
Versuchstag wurde eine separate Platte verwendet. Insgesamt wurden je Platte 12 Wells zur 
Auswertung benötigt. Hiervon dienten je 4 Wells für die Bestimmung der Lipidmenge, der 
GPDH-Aktivität/Proteinmenge sowie für die Zellzählung (je 2 Kontroll- und 2 CSE-Wells für 
die Doppelbestimmung). Jedoch wurden zur Sicherheit zusätzliche Wells mit Zellen belegt, 
da es gelegentlich zur Beschädigung bzw. Ablösung des Zellrasens sowie zum Pilzbefall kam 
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und die entsprechenden Wells nicht mehr zur Versuchsauswertung zur Verfügung standen. 
Zur Bestimmung der Lipidmenge mittels Bildauswertung (siehe 4.4.2) wurden vor Aussat der 
Zellen mindestens 4 Wells jeder 24-Loch-Platte mit Hilfe einer sterilen Pinzette mit kleinen 
Plättchen (Tissue Culture Coverslips 13 mm, Sarstedt) belegt.  
Initial wurden ca. 20.000 Zellen pro Well in je 500 µL NCS-Kulturmedium eingesät. In der 
Regel wurden die Kulturen nach 5-6 Tagen konfluent und wurden währenddessen einmalig 
mit zusätzlichen 500 µL Kulturmedium plus 10 % NCS versorgt. Die Einleitung der 
Differenzierung sowie die erste Auswertung erfolgten 2 Tage nach Erreichen der Konfluenz 
und somit in der Regel an Tag 7-8 nach Einsäen der Zellen. 
 
4.3.6 Differenzierung der Zellen 
Die Differenzierung wurde mittels Gabe von Isobutylmethylxanthin (IMBX, Sigma), 
Dexamethason (Sigma) and Insulin (Sigma) eingeleitet, sobald die Kulturen über 2 Tage 
konfluent waren. Von diesem Zeitpunkt an wurde das Kulturmedium mit 10 % FCS (Fetal 
calf serum, Gibco) anstelle des NCS versetzt. Die Endkonzentrationen im Differenzierungs-
cocktail lagen bei 0,5 mM IMBX, 1 µM Dexamethason und 10µg/mL Insulin. Da vor Zugabe 
des Cocktails noch 500 µL Medium pro Well verblieben und 3 Stunden später in jedes Well 
noch 500 µL CSE-Lösung bzw. Kontrollösung hinzugefügt wurden, das Endvolumen jedoch 
kapazitätsbedingt nicht mehr als 2 mL pro Well betragen konnte, wurde der Cocktail in 
doppelter Konzentration angesetzt und auf die Zellen gegeben (1mL pro Well). 
 
4.3.7 Exposition der Zellen gegenüber Zigarettenrauchextrakt 
Drei Stunden nach Beginn der Differenzierung wurde den Zellen CSE beigefügt, so dass 
eine Endkonzentration von 5 % CSE entstand (Tag 0, Ausgangswert). Die als Kontrolle 
dienenden Zellen wurden mit reinem FCS-Kulturmedium in analoger Weise zur Zigaretten-
rauchexposition behandelt.  
Zwei Tage nach Einleitung der Differenzierung und Beginn der Exposition wurde der 
Differenzierungscocktail mittels Einkanalpipette entfernt und durch Kulturmedium mit 10 % 
FCS (2 mL pro Well) ersetzt. Im Folgenden wurde das Medium alle 2 Tage partiell 
gewechselt. Hierzu wurden von den im Well vorhandenen 2 mL Medium je 1 mL vorsichtig 
mittels Einkanalpipette abgesaugt. Anschließend wurde 1 mL Medium mittels Transferpipette 
sanft in die Mitte jedes Wells getropft. Durch diesen vorsichtigen und nur partiellen 
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Mediumwechsel konnte ein initial aufgetretenes Ablösen der Zellen vom Grund weitgehend 
verhindert werden. Beim Wechsel des Kulturmediums wurden die CSE-exponierten Zellen 
weiterhin mit Medium (plus 10 % FCS) mit 5 % CSE versorgt, um eine dauerhafte Exposition 
zu erreichen. Die als Kontrolle dienenden Zellen erhielten analog reines FCS-Kulturmedium.  
Nach Zugabe des Differenzierungscocktails sowie nach Exposition wurde die Entwicklung 




Pro Auswertungstag wurden die Zellen einer 24-Loch-Platte analysiert. In der Regel 
erfolgte die Auswertung an Tag 7 nach Einleitung der Umdifferenzierung und Exposition mit 




An den Tagen 0 und 7, sowie in einigen Fällen auch an den Tagen 2, 5, 11 und 14, wurde 
die Zellzahl pro Well durch Zählung in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Licht-
mikroskop (Leitz Labor Luxs Typ 020505030, Leica) ermittelt. Hierzu wurden die Zellen 
eines Wells nach einmaligem Waschen mit HBSS trypsinisiert (400 µL Trypsin/Well) und 8 
Minuten bei 37oC inkubiert. Nach Zugabe von 400 µL Trypanblau und 400 µL PBS sowie 
gutem Durchmischen mittels Pipette erfolgten je drei Zellzählungen in der Neubauer-
Zählkammer. Mittels Division des Mittelwertes durch 4 wurde die Zellzahl pro Großquadrat 
ermittelt. Diese wurde wiederum mit 10.000 multipliziert, woraus die Zellzahl pro mL 




An den Tagen 0, 5, 7 und 14 sowie einmalig an Tag 11 wurde der Lipidgehalt der Zellen 
mittels Ölrot-Färbung (Oil Red O) und Bildverarbeitung ermittelt. Hierzu wurden die mit 
Kunststoffplättchen (Sarstedt) belegten Wells verwendet. 
Zur Färbung wurden die Zellen zunächst zweimalig mit PBS gewaschen und anschließend 
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für mindestens 1,5 Stunden mit 1,5 mL Formalin pro Well (10 %, Roti-Histofix, Roth) fixiert. 
Nach Entfernen des Formalins und zweimaligem Waschen mit Aqua dest. wurden die Zellen 
eines Wells mit 500 µL Ölrot-Farbstoff benetzt (0,36 % Oil Red O (Sigma) in 60%-igem 
Isopropanol (Merck)). Nach 15 Minuten wurde die Ölrotlösung entfernt und die Zellen 
wurden erneut dreimal mit Aqua dest. gewaschen. Anschließend wurde das Kunststoff-
plättchen mittels einer Pinzette aus der Vertiefung der 24-Loch-Platte entnommen, auf einem 
Objektträger in Eindeckmittel eingebettet (Aquatex, Merck) und mit einem Deckglas 
versehen. Die Ölrot-Färbung der in den Zellen befindlichen Lipide wurde auf diese Weise in 
einen stabilen Zustand versetzt, so dass die Präparate über Monate gelagert werden konnten.  
Mittels einer Digitalkamera (Canon PowerShot A95) wurden durch ein modifiziertes 
inverses Mikroskop (Axiovert 40 C, Carl Zeiss AG) Bilder der gefärbten Präparate im RGB-
Format angefertigt. Die Bildauswertung erfolgte mittels eines Bildanalyseprogramms 
(ImageJ, NIH) sowie der Überführung und Bearbeitung der Daten in Microsoft Excel. Hierzu 
wurde das zum Rotbild komplementäre Grünbild ausgewertet, in dem sich die Lipidtröpfchen 
dunkel darstellten und sich klar vom hellen Hintergrund abgrenzten. Die Pixelintensität 
(Helligkeit) im Bildanalyseprogramm wurde mit Werten zwischen 0 und 255 angegeben. Der 
Abschnittspunkt für die Pixelintensität (Cutoff-Wert) wurde mit 110 so gesetzt, dass nur die 
Pixel der klar erkennbaren Lipidtröpfchen gezählt wurden und der Hintergrund nicht mit in 
die Zählung einging. Nach diesen Kriterien wurden Pixelintensitäten bis maximal 110 als 
Lipidtröpfchen gewertet und höhere Intensitäten als irrelevant bzw. Rauschen eingestuft. 
Aufgrund der durch das optische System entstandenen Vignettierung konnte das Gesamtbild 
nicht unmittelbar ausgewertet werden. Daher wurde ein möglichst großes Rechteck (in der 
Regel zwischen 4200000 und 4300000 Pixel) durch den verwertbaren Bildabschnitt gelegt, 
um die geschwärzten Ecken auszublenden. Die innerhalb des Rechtecks unter dem Cutoff-
Wert liegenden Pixel, die den Lipidtröpfchen entsprachen, wurden anschließend auf das 
normierte Gesamtfeld (5038848 Pixel) hochgerechnet. Es wurden in der Regel von einem 
Ölrot-Präparat 5 Fotos aus unterschiedlichen Regionen angefertigt und ausgewertet. Hieraus 
wurde dann ein Mittelwert für die unter dem Cutoff-Wert liegende Pixelzahl ermittelt.  
Diese neu entwickelte Methode erwies sich im Vergleich zum klassischen photometrischen 
Assay als vorteilhaft, insbesondere da hierbei keine Ungenauigkeiten der Messungen durch 
Schlieren des Farbstoffes auf dem Zellrasen sowie durch Adsorption des Farbstoffes an den 
Wänden der Messküvette auftraten. In Vorversuchen konnte eine Korrelation zwischen den 
photometrisch ermittelten und den mittels Bildverarbeitung gewonnenen Werten gezeigt 
werden (siehe Abb. 9). 





Abbildung 3: Das unter einem modifizierten inversen Mikroskop 
angefertigte Foto zeigt 3T3-T1 Präadipozyten nach Ölrot-Färbung an 
Tag 0 (2 Tage postkonfluent, vor Gabe des Differenzierungs-
cocktails). Es zeigen sich nur minimale Lipidtröpfchen, welche rot 
angefärbt sind. 
Abbildung 4: Das unter einem modifizierten inversen 
Mikroskop angefertigte Foto zeigt reife Adipozyten an Tag 7 
nach Gabe des Differenzierungscocktails. Die Lipidtröpfchen 
stellen sich rot dar.  
Abbildung 5: Darstellung des Fotos aus Abb. 3 im zum Rotbild 
komplementären Grünbild im Bildanalyseprogramm Image J. 
Dargestellt sind Präadipozyten (Tag 0, vor Gabe des 
Differenzerungscocktails). Die vereinzelten kleinen Lipidtröpfchen 
heben sich als dunkle Flecken vom helleren Hintergrund ab. Um zu 
verhindern, dass die durch das optische System entstandene 
Vignettierung die Auswertung verfälschte, wurde ein Rechteck 
(4200000 bis 4300000 Pixel) durch den verwertbaren Bildausschnitt 
gelegt und somit wurden die schwarzen Ecken ausgeblendet. 
Ausgewertet wurde der Inhalt des Rechtecks mittels Histogramm 
(siehe Abb. 7), das Ergebnis wurde auf das normierte Gesamtbild 
(5038848 Pixel) hochgerechnet. 
Abbildung 6: Darstellung des Fotos aus Abb. 4 im zum Rotbild 
komplementären Grünbild im Bildanalyseprogramm Image J. 
Die Lipidtröpfchen der reifen Adipozyten (Tag 7) heben sich als 
dunkle Flecken vom helleren Hintergrund ab. Um zu 
verhindern, dass die durch das optische System entstandene 
Vignettierung die Auswertung verfälschte, wurde ein Rechteck 
(4200000 bis 4300000 Pixel) durch den verwertbaren 
Bildausschnitt gelegt und somit wurden die schwarzen Ecken 
ausgeblendet. Ausgewertet wurde der Inhalt des Rechtecks 
mittels Histogramm (siehe Abb. 8), das Ergebnis wurde auf das 
normierte Gesamtbild (5038848 Pixel) hochgerechnet. 
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4.4.3 Aktivität der Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase (GPDH) 
Die Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase (GPDH) ist ein Schlüsselenzym der 
Triglyceridsynthese, und seine Aktivität wird routinemäßig zur Erfassung der 
Adipozytendifferenzierung bestimmt. Es katalysiert die Konversion von Dihydroxy-
acetonphosphat zu Glycerol-3-phosphat. Die hierbei ablaufende Oxidation von NADH als 
Coenzym kann photometrisch bei 340 nm erfasst werden.  
Die Aktivität der Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase (GPDH) als Marker der 
Adipogenese wurde an den Tagen 0, 7 und 14 ermittelt. Die Messungen erfolgten bei dem 
ersten Teil der Versuche mittels eines kommerziellen Kits (TaKaRa). Da sich einige 
Substanzen des Kits als instabil und nur kurz haltbar erwiesen, wodurch es teilweise zu sehr 
unterschiedlichen Messwerten kam, wurde in unserem Labor eine Methode zur Bestimmung 
der GPDH-Aktivität ohne Anwendung des Kits etabliert. Diese kam bei den späteren 
Versuchen zur Anwendung.  
Hierzu wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden je 500 µL 
einer eigens angesetzten Homogenisierungslösung (20 mM Tris (Sigma), 1 mM EDTA 
(Merck), 1 mM β-Mercaptoethanol (Fluka), pH 7,3 [Sottile & Seuwen 2001]) hinzugefügt 
und die Zellen mit dem Zellschaber vom Boden der 24-Loch-Platte abgelöst. Das 
 
Abbildung 7: Histogramm von Pixelzahl (vertikal) gegen Intensität 
(horizontal) an Tag 0 (vgl. Abb. 5). Der Pfeil markiert den Cutoff-
Wert der Intensität (=110). Alle Pixel mit einer Intensität von ≤ 110 
(dunkel) wurden als Lipidtröpfchen gewertet, höhere Pixelintensitäten 
(hell) stellten den Hintergrund dar. 
 
Abbildung 8: Histogramm von Pixelzahl (vertikal) gegen 
Intensität (horizontal) an Tag 7 (vgl. Abb. 6). Der Pfeil markiert 
den Cutoff-Wert der Intensität (=110). Alle Pixel mit einer 
Intensität von ≤ 110 (dunkel) wurden als Lipidtröpfchen 
gewertet, höhere Pixelintensitäten (hell) stellten den 
Hintergrund dar. 
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Homogenisat wurde sodann bei – 32oC eingefroren und bis zur Analyse aufbewahrt.  
Nach dem Auftauen der Zellen wurden diese mit Hilfe des Vortexers gemischt und in der 
Kühlzentrifuge bei 4oC und 10 000 Upm für 5 Minuten zentrifugiert. Das Einfrieren und 
Auftauen diente der Enzymextraktion durch Zelldestruktion. Nach dem Zentrifugieren wurde 
der klare Überstand, der sich zwischen dem Pellet und den oben aufschwimmenden 
Zellbestandteilen und Lipiden befand, entnommen. Ein Teil wurde zwecks der Protein-
bestimmung erneut eingefroren, der andere Teil wurde mit Homogenisierungslösung erneut 
1:2 und 1:4 verdünnt und als Probe für die GPDH-Messung sogleich verwendet. In eine 
Einwegküvette (UV-Küvette mikro, Brand) wurden 100 µL der verdünnten Probe gegeben. 
Hierzu wurden 90 µL einer frisch zubereiteten Reaktionslösung (0,1 M Triäthanolamin 
(Sigma), 2,5 mM EDTA (Merck), 0,1 mM β-Mercaptoethanol (Fluka), 334 µM NADH 
(Sigma), pH 7,7 [Sottile & Seuwen 2001]) beigefügt. Anschließend wurde die gefüllte 
Küvette für 10 Minuten bei 37oC inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 µL in 
Aqua dest. gelösten Dihydroxyacetonphosphats (4 mM, Fluka) gestartet. Photometrische 
Messungen erfolgten bei 340 nm jede Minute über 20 Minuten (Photometer LP 700, Dr. 
Lange) gegen einen Leerwert. Hierbei wurde die Temperatur mit Hilfe eines an das 
Photometer angeschlossenen Wasserbades mit Wasserpumpe auf 37 oC gehalten. Die 
Enzymaktivität wurde anhand der mittleren maximalen Extinktionsänderung pro Minute nach 






=(unit/ml) Aktivität -GPDH 340  
 
∆E340: mittlere maximale Extinktionsänderung pro Minute 
f : Verdünnungsfaktor 
6,22 (mL/(µmol*cm)): Extinktionskoeffizient für NADH bei 340 nm 
s (cm): Schichtdicke der Küvette 
 
4.4.4 Proteingehalt 
Die Messung der Proteinmenge wurde mittels des Verfahrens nach Bradford (Roti-
Nanoquant, Roth) an den Tagen 0, 7 und 14 durchgeführt. Zur Erstellung der Eichkurve 
wurde eine Standardverdünnungsreihe mit BSA (Albumin-Fraktion V, Roth) angesetzt (siehe 
Tab. 2). Hierbei wurde die Homogenisierungslösung entsprechend ihrer vorhandenen Menge 
in der Messprobe beigefügt, um mögliche Verfälschungen der Messung durch Bestandteile 
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dieser Lösung zu verhindern. Die Messungen wurden in einem Photometer (UV-1602, 
Shimadzu) bei 590 nm und 450 nm durchgeführt.  
Nach Bildung der Eichkurve wurden die eingefrorenen Probenlösungen zur 
Proteinbestimmung (siehe 4.4.3) aufgetaut und hiervon je 20 µL in eine mit 400 µL 
Arbeitslösung (1:5 verdünnt mit Aqua dest., Roti Nanoquant, Roth) sowie 80 µL Aqua dest. 
gefüllte Küvette gegeben. Die Messung erfolgte analog der Standardverdünnungsreihe bei 
590 nm und 450 nm im Photometer. Nach Bildung des Quotienten der bei beiden 
Wellenlängen erhaltenen Messwerte (E590nm/E450nm) konnte der entsprechende 


























9 20  200 780 1:50 20 
8 16  200 784 1:62,5 16 
7 10  200 790 1:100 10 
6 5  200 795 1:200 5 
5 4  200 796 1:250 4 
4 2  200 798 1:500 2 
3  100 200 700 1:10 1 
2  50 200 750 1:20 0,5 
1  10 200 790 1:100 0,1 
0   200 800  Leerwert 
Tabelle 2: Ansatz der Verdünnungsreihe zur Erstellung der Eichkurve zur Proteinbestimmung 
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4.5 Auswertung und statistische Analyse 
Zur Darstellung der Ergebnisse wurden konventionelle arithmetische Mittelwerte und 
Standardfehler (SEM) berechnet. Prozentuale Änderungen wurden als geometrische Mittel 
und Standardfehler ausgedrückt, um Verzerrungen durch die Asymmetrie der Werte zu 
vermeiden; hierbei wurde der geometrische Standardfehler als Faktor des geometrischen 
Mittelwertes angegeben. In den Graphiken wurden - neben der Darstellung paarweiser 
Einzelwerte - Mediane und Perzentile zur Darstellung gewählt, um die Verteilung der Daten 
zu veranschaulichen und Redundanzen gegenüber den in den Tabellen angegebenen Werten 
zu vermeiden.  
Die statistischen Vergleiche zwischen den verschiedenen Zeitpunkten und den 
unterschiedlichen Behandlungen wurden mittels Varianzanalyse (ANOVA) im Repeated-
Measures-Design durchgeführt. Bei Auftreten signifikanter Unterschiede erfolgten post-hoc-
Analysen nach Newman-Keuls. Hierdurch wurde die Multiplizität der Vergleiche 
berücksichtigt. Die Varianzanalysen erfolgten wahlweise in einem Design, in dem entweder 
die eingeschlossenen Versuche als gleichwertig behandelt oder gemäß einer Vierfeldertabelle 
nach Zeitverlauf und Exposition aufgeschlüsselt wurden. In letzterem Fall wurde auch der 
Interaktionsterm als Indikator eines möglichen Effektes des Zigarettenrauches ausgewertet. 
Da keines der konventionellen Designs die Datenstruktur zu 100 % beschrieb, wurden diese 
alternativen Designs mit dem Ziel gewählt, bei ähnlichem Ergebnis die statistische Aussage 
für gesichert zu halten. Zu Überprüfung bzw. dort, wo es die Struktur der Daten erforderte, 
erfolgten paarweise t-Tests ohne Multiplizitätskorrektur. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 
bestimmt. Alle Analysen wurden mittels der Programme Excel und Statistica für Windows 
durchgeführt.  
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5. Erfahrungen in den Vorversuchen und Etablierung der Methoden 
Die hier beschriebenen Methoden wurden zum großen Teil in unserem Labor neu etabliert. 
Im Folgenden soll kurz über die hierbei gemachten Erfahrungen und Probleme sowie die 
hieraus resultierenden Konsequenzen berichtet werden.  
 
5.1 Versuch mit Lungenfibroblasten 
Initial wurde ein Versuch unternommen, zu eruieren, ob bei Lungenfibroblasten eine 
Adipogenese durch Zugabe des Differenzierungcocktails zu erreichen ist, da lipidbeladene 
Fibroblasten (Lipofibroblasten) in der Literatur beschrieben worden sind [McGowan & 
Torday 1997]. Hierzu wurden aus Operationspräparaten gewonnene humane Lungen-
fibroblasten auf Kunststoffplättchen (Sarstedt) in einer 24-Loch-Platte angezogen. Als 
Kulturmedium wurde D-MEM (low glucose, Gibko) mit 10 % FCS und den Antibiotika 
Gentamycin, Streptomycin und Penicillin verwendet. Als die Zellen 2 Tage konfluent waren, 
wurde der zuvor zubereitete Cocktail aus Isobutylmethylxanthin (IMBX, 0,5 mM, Sigma), 
Dexamethason (1 µM, Sigma) and Insulin (10 µg/mL, Sigma) auf die Zellen gegeben. Nach 2 
Tagen wurden diese Substanzen entfernt und durch FCS-haltiges Kulturmedium ersetzt. Nach 
7 Tagen wurden die Zellen mit 10 % Formalin fixiert und mit Ölrot-Lösung (0,36 % Oil Red 
O in 60%-igem Isopropanol) angefärbt. Nach ausgiebigem Waschen mit Aqua dest. wurde 
das Kunststoffplättchen aus dem Well entnommen, auf einem Objektträger in Eindeckmittel 
eingebettet und mit einem Deckglas versehen.  
Lichtmikroskopisch konnten keine Lipidtröpfchen in den Zellen nachgewiesen werden. 
Angesichts der fehlenden Adipogenese entschlossen wir uns, direkt auf eine konventionelle 
Zelllinie von Präadipozyten zur Adipozytendifferenzierung zurückzugehen und Versuche mit 
anderen Zellen zur Methodenetablierung zu vermeiden. 
 
5.2 Anzucht und Differenzierung der Präadipozyten 
Da die 3T3-L1-Präadipozyten der Maus ein viel untersuchtes und in der Literatur 
ausführlich beschriebenes Zellmodell für die Adipozytendifferenzierung bieten, entschlossen 
wir uns zur Durchführung der Versuche mit dieser Zellreihe. Die Anzucht erfolgte gemäß den 
Empfehlungen des Herstellers (siehe 4.3.1 – 4.3.3). Nach ca. 4-5 Passagen waren ausreichend 
viele Zellen für die geplanten Versuche vorhanden, so dass die Präadipozyten in 24-Loch-
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Platten eingesät wurden und die Differenzierung und Exposition 2 Tage nach Erreichen der 
Konfluenz eingeleitet wurde (Tag 0, siehe 4.3.5 – 4.3.7). Nach weiteren 2 Tagen wurde der 
Differenzierungscocktail entfernt und durch Kulturmedium bzw. CSE-haltiges Medium 
ersetzt. Ab diesem Zeitpunkt zeigte sich der Zellrasen zunehmend fragil, so dass sich sowohl 
beim partiellen Absaugen des Mediums mittels Pasteur-Pipette und Absaugpumpe als auch 
beim erneuten Zugeben von Medium mittels Einkanalpipette häufig ein Teil der Zellen vom 
Boden ablöste. Dies geschah auch dann, wenn beim Mediumwechsel noch 500 bzw. 1000 µL 
Restmedium im Well verblieben. Durch die hierbei entstandenen Löcher in der Zellschicht 
war eine sinnvolle Auswertung der betroffenen Wells nicht mehr möglich. Dieser Effekt trat 
auch nach Verwendung von frühen Passagen auf. Um die Ablösung der Zellen vom 
Untergrund zu verhindern, wurde ein Versuch mit einer Fibronektin-beschichteten 24-Loch-
Platte durchgeführt. Zur Beschichtung wurden in jedes Well 100 µL einer Fibronektin-Lösung 
(20 µg/mL) gegeben und für mindestens 1 Stunde belassen. Im Anschluß war das Fibronektin 
weitgehend angetrocknet, minimale flüssige Reste wurden mittels Einkanalpipette abgesaugt. 
Nach mindestens einer weiteren Stunde wurden Zellen in die Wells eingesät. Auch bei dieser 
Technik kam es jedoch zu einer Ablösung von Zellen während des Wechselns des Mediums.  
Letztendlich konnten die Löcher im Zellrasen weitgehend verhindert werden, indem beim 
Wechseln des Mediums mit der Einkanalpipette (Eppendorf Reference) nur 1 mL von den im 
Well vorhandenen 2mL möglichst sanft aus der Mitte des Wells abgesaugt wurde. Zu dem 
restlichen im Well verbliebenen D-MEM wurde 1 mL frisches Kulturmedium durch 
vorsichtige, tropfenweise Zugabe in die Mitte des Wells mittels Transferpipette (3,5 mL, 
Sarstedt) gegeben. Unter dieser Vorgehensweise bildeten sich nur noch in Ausnahmefällen 
Risse im Zellrasen. Die entsprechenden Wells gingen nicht in die Auswertung mit ein, da die 
Zellzahl in undefinierter Weise verändert worden war. 
 
5.3 Lipidanalyse mittels Bildverarbeitung versus Photometrie 
Die Bestimmung der Lipidmenge durch Lipidanfärung mittels Ölrot sowie photometrische 
Auswertung ist ein in der Literatur häufig beschriebenes Verfahren.  
Hierzu wurden die Zellen, die sich in einer Vertiefung der 24-Loch-Platte befanden, 
zunächst zwei Mal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden sie mindestens 1,5 Stunden mit   
Formalin (10 %) fixiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit Aqua dest. wurden 500 
µL einer frisch gefilterten Ölrot-Lösung (0,36 % Ölrot in 60 % Isopropanol) hinzugegeben 
und 15 Minuten auf den Zellen belassen. Im Anschluss wurden die Zellen drei Mal mit Aqua 
  - 41 -
dest. gewaschen. Die Extraktion des Farbstoffes erfolgte nach Absaugen des Aqua dest. durch 
Zugabe von 250 µL Isopropanol. Die Lösung wurde aus dem Well abpipettiert, in eine 
Einwegküvette gegeben und ihre Extinktion im Photometer (UV-1602, Shimadzu) bei 510 nm 
gegen einen Leerwert gemessen. Bei dieser Methode traten allerdings erhebliche Mess-
ungenauigkeiten durch verbliebene Farbstoffschlieren auf den Zellen sowie durch Adhäsion 
des Farbstoffes an die Wand des Wells und die Küvettenwand auf. Versuche, diese Artefakte 
durch stärkeres Waschen zu vermindern oder zu umgehen, führten nicht selten zu weiteren 
Fehlern. 
Wir entwickelten daher eine neue Methode zur Bestimmung der Lipidmenge mittels 
Bildanalyse, die sich, der Streuung der Daten und Handhabbarkeit nach zu urteilen, der oben 
beschriebenen Methode als überlegen erwies. Diese Analysemethode ist ausführlich unter 
4.4.2 beschrieben.  
Im Vergleich der beiden Methoden zur Messung der Lipidmenge zeigte sich bei 
logarithmischer Auftragung eine statistisch signifikante Korrelation (p<0,0001) der photo-
metrisch gewonnenen und der mittels Bildanalyse erhaltenen Werte (siehe Abb. 9). 
 
Abbildung 9: Zusammenhang zwischen Pixelzahl und Extinktion gemäß den Vorversuchen in Form einer 
logarithmischen Auftragung der photometrisch gewonnenen Werte (Extinktion) und der mittels Bildanalyse 
gewonnenen Werte (Pixelzahl) zur Erfassung der Lipidmenge an Tag 0 (links) und Tag 7 (rechts). Die offenen 
Kreise stehen für Kontrollversuche, die geschlossenen für Experimente mit Gabe von CSE. 




















-0,70 -0,65 -0,60 -0,55 -0,50 -0,45 -0,40 -0,35 -0,30 -0,25
  - 42 -
6. Ergebnisse der Hauptversuche 
6.1 Zellzahl 
Die Zellzahl wurde vorwiegend an den Tagen 0 (n=16) und 7 (n=14) ermittelt. Um eine 
Vorstellung über den Verlauf der Wachstumskurve bis Tag 14 zu erhalten, wurden in 
geringerer Anzahl auch Zellzählungen an den Tagen 2, 5, 11, und 14 durchgeführt (n=4-10). 
Der entsprechende Verlauf der Zellzahl zu allen Messzeitpunkten ist in den Abbildungen 10 
und 11 dargestellt. Aus Tabelle 3 können die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen 
des Mittelwertes entnommen werden. Die Inkubation mit dem Differenzierungscocktail plus 
CSE oder Kontrollmedium erfolgte von Tag 0 bis Tag 2. An Tag 0 bestand kein signifikanter 
Unterschied zwischen der Zellzahl in der Kontroll- und in der CSE-Gruppe. In beiden 
Gruppen kam es bis Tag 7 zu einem statistisch signifikanten Anstieg (p<0,01; n=14) der 
Zellzahl im Mittel (±SEM) um 493 ± 44 % (Kontrolle) und 392 ± 51 % (CSE). An Tag 7 fand 
sich in der CSE-Gruppe im Mittel (±SEM) eine um 21,3 ± 3,6 % erniedrigte Zellzahl im 
Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Dies zeigte sich auch im paarigen t-Test (p<0,001). 
Interessanterweise wies die Zellzahl der CSE-Gruppe an Tag 2 im Vergleich zum 
Ausgangswert bei einem Signifikanzniveau von p=0,05 (Newman-Keuls-Test) noch keinen 
Unterschied auf, wohingegen die Zellzahl der Kontrollgruppe bereits signifikant angestiegen 
war. Dies deutet auf einen verzögerten bzw. verlangsamten Proliferationsbeginn in der CSE-
Gruppe hin.  
 
Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=16) 56655 ± 3278 55318 ± 3399 
Tag 2, Entfernung des Cocktails (n=10) 146491 ± 14354 72510 ± 6774 
Tag 5 (n=4) 337000 ± 6830 274657 ± 17866 
Tag 7 (n=14) 338291 ± 15787 267957 ± 19487 
Tag 11 (n=6) 304650 ± 12929 238665 ± 8381 
Tag 14 (n=6) 322751 ± 10786 266874 ± 10253 
Tabelle 3: Zellzahlen pro Well der Kontroll- und der CSE-Gruppe. Angegeben sind Mittelwerte sowie 
Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der auswertbaren Versuche an den entsprechenden 
Tagen ist unterschiedlich und wird als n angegeben. CSE wurde an Tag 0 appliziert und war bis Versuchsende 
anwesend, indem er ab Tag 2 (Entfernung des Differenzierungscocktails) bei jedem partiellen Mediumwechsel 
zum Füttern der Zellen im Abstand von 2 Tagen erneut zugegeben wurde.  
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Offenbar erreichte spätestens ab Tag 7 die Zellzahl sowohl für die Kontrollen als auch für 
Zigarettenrauch ein Plateau. Aufgrund der Versuchsplanung konnten die Werte von Tag 7 
nicht in verbundenen (paarweisen) Tests mit denen der Tage 11 und 14 verglichen werden. 
Dies war hingegen für Tag 0, 2, 5, 11 und 14 möglich (jeweils n=4). Hierbei fand sich für 
beide Behandlungen kein signifikanter Unterschied für die Werte ab Tag 5. Hingegen 
unterschieden sich diese Werte von denen an Tag 0 und 2 (Newman-Keuls, p<0,05), die 
überdies bei der Kontrolle voneinander verschieden waren. Beim Vergleich von Kontrolle 
und Zigarettenrauch ergaben sich sowohl an Tag 11 als auch an Tag 14 signifikante 
Unterschiede zwischen den Behandlungen (paariger t-Test, jeweils p<0,005). Somit blieben 




Abbildung 10: Zellzahl pro Well im Verlauf – Kontrolle. Graphisch dargestellt sind die Mediane (kleines 
Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie 
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Abbildung 11: Zellzahl pro Well im Verlauf – CSE. Graphisch dargestellt sind die Mediane (kleines Rechteck), 
die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie die 













Abbildung 12: Zellzahl pro Well – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle und CSE an Tag 7.  
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6.2.1 Proteingehalt absolut 
Der Proteingehalt (µg Protein pro Well) wurde mittels des Verfahrens nach Bradford an 
den Tagen 0 und 7 (n=14) sowie in geringerer Anzahl an Tag 14 (n=6) gemessen. Die 
Proteinmenge nahm in beiden Gruppen zwischen Tag 0 und Tag 7 signifikant zu (paariger t-
Test, jeweils p<0,001), ebenso an Tag 14 gegenüber Tag 0 (jeweils p<0,005). Der prozentuale 
Anstieg bis Tag 7 lag in der Kontrollgruppe im Mittel (±SEM) bei 1065 ± 178 % und in der 
CSE-Gruppe bei 941 ± 177 %. Sowohl an Tag 0 als auch an Tag 14 war der Proteingehalt 
zwischen der Kontroll- und CSE-Gruppe nicht signifikant verschieden. Allerdings wies die 
Kontrollgruppe an Tag 7 im Vergleich zur mit CSE behandelten Gruppe eine geringfügig 
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Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=16) 23,2 ± 3,1 22,9 ± 2,8 
Tag 7 (n=14) 199,0 ± 18,8 188,7 ± 18,3                        
Tag 14 (n=6) 239,5 ± 10,3 234,9 ± 8,7 
Tabelle 4: Proteingehalt pro Well (µg) der Kontroll- und der CSE-Gruppe. Angegeben sind Mittelwerte sowie 
Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der auswertbaren Versuche an den entsprechenden 
Tagen ist unterschiedlich und wird als n angegeben. CSE wurde an Tag 0 appliziert und war bis Versuchsende 
anwesend, indem er ab Tag 2 (Entfernung des Differenzierungscocktails) bei jedem partiellen Mediumwechsel 





Abbildung 14: Proteingehalt pro Well im Verlauf (µg) – Kontrolle. Graphisch dargestellt sind die Mediane 
(kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; ohne 
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Abbildung 15: Proteingehalt pro Well im Verlauf (µg) – CSE. Graphisch dargestellt sind die Mediane (kleines 
Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie 















Abbildung 16: Proteingehalt pro Well (µg) – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle und CSE an Tag 7.  
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6.2.2 Proteingehalt pro Zellzahl 
Im Weiteren wurde die Proteinmenge pro Zellzahl ermittelt. Zwischen Tag 0 und Tag 7 
kam es in beiden Gruppen zu einem statistisch signifikanten Anstieg der Proteinmenge pro 
Zelle (n=14; p<0,01), welcher in der Kontrollgruppe im Mittel (±SEM) 121 ± 41 % und in der 
CSE-Gruppe 159 ± 63 % betrug. An Tag 7 zeigte sich bei einem Signifikanzniveau von 
p<0,05 (n=14) eine im Mittel (±SEM) um 22,9 ± 5,9 % erhöhte Proteinmenge pro Zelle in der 
CSE-Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe. Die Daten weisen somit auf einen höheren 
zellulären Proteingehalt in der CSE-Gruppe an Tag 7 hin. Dieser Effekt war bei einem 
Signifikanzniveau von p=0,01 im multiplen Test (Newman-Keuls) allerdings nicht mehr 
nachweisbar. An Tag 14 fand sich im paarweisen Vergleich immer noch ein signifikanter 
Unterschied zwischen Zigarettenrauch und Kontrolle (p=0,002), der relativ gesehen 
geringfügig größer als an Tag 7 war. 
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Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=16) 45,2 ± 7,7 46,1 ± 7,5 
Tag 7 (n=14) 60,5 ± 5,7 72,8 ± 6,3 
Tag 14 (n=6) 71,5 ± 3,5 89,4 ± 5,3 
Tabelle 5: Proteingehalt pro 100.000 Zellen (µg) der Kontroll- und der CSE-Gruppe. Angegeben sind 
Mittelwerte sowie Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der auswertbaren Versuche an 
den entsprechenden Tagen ist unterschiedlich und wird als n angegeben. CSE wurde an Tag 0 appliziert und war 
bis Versuchsende anwesend, indem er ab Tag 2 (Entfernung des Differenzierungscocktails) bei jedem partiellen 




















Abbildung 18: Proteingehalt pro Zellzahl (100.000 Zellen) im Verlauf (µg) – Kontrolle. Graphisch dargestellt 
sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale 
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Abbildung 19: Proteingehalt pro Zellzahl (100.000 Zellen) im Verlauf (µg) – CSE. Graphisch dargestellt sind die 
Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; ohne 















Abbildung 20: Proteingehalt pro Zellzahl (100.000 Zellen) in µg – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle und 
CSE an Tag 7.  
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Abbildung 21: Proteingehalt pro Zellzahl (100.000 Zellen) in µg – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle und 






6.3.1 Lipidgehalt absolut 
Der Lipidgehalt wurde mittels Ölrot-Färbung und Bildauswertung insbesondere an den 
Tagen 0 und 7 sowie in geringerer Anzahl auch an den Tagen 5, 11 und 14 bestimmt. Zur 
Darstellung wurde unmittelbar die Pixelzahl gewählt, die gemäß Abbildung 9 in direkter 
Beziehung zur Extinktion von Ölrot und damit zum Lipidgehalt steht. In Tabelle 6 sind die 

































Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=15,14) 17034 ± 4650 15869 ± 3196 
Tag 5 (n=6) 599923 ± 72495 312437 ± 68224 
Tag 7 (n=13,14) 911319 ± 47525 629070 ± 51612 
Tag 11 (n=1) 1151335  1019822  
Tag 14 (n=6) 1467424 ± 24316 1279917 ± 67190 
Tabelle 6: Lipidgehalt (Anzahl der Pixel unterhalb des Cutoff-Wertes, hochgerechnet auf das normierte 
Gesamtfeld von 5038848 Pixel) der Kontroll- und der CSE-Gruppe. Angegeben sind Mittelwerte sowie 
Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der auswertbaren Versuche an den entsprechenden 
Tagen ist unterschiedlich und wird als n angegeben. CSE wurde an Tag 0 appliziert und war bis Versuchsende 
anwesend, indem er ab Tag 2 (Entfernung des Differenzierungscocktails) bei jedem partiellen Mediumwechsel 




An Tag 0 fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und CSE-Gruppe. 
Der Lipidgehalt stieg in beiden Gruppen bis Tag 7 an. Hierbei wurde für die Kontrollgruppe 
im Mittel (±SEM) eine Lipidvermehrung von 20835 ± 7742 % und bei der CSE-Gruppe von 
6636 ± 1869 nachgewiesen (n=12; p<0,01). An Tag 7 wies die CSE-Gruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe eine im Mittel (±SEM) 34 ± 3 % geringere Lipidmenge auf (n=13; p<0,01). 
Eine statistisch signifikante Verminderung des Lipidgehaltes in der CSE- gegenüber der 
Kontrollgruppe ließ sich bereits an Tag 5 messen (n=6; p=0,0019). An Tag 14 war dieser 
zunächst deutliche Unterschied nur noch in geringem Maße vorhanden (n=6; p=0,048). Zur 
Veranschaulichung des zeitlichen Verlaufes der Lipidanreicherung wurden die Daten in den 
Abbildungen 22 und 23 dargestellt. Die Einzeldaten der Lipidanalyse an Tag 7 und 14 wurden 
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Abbildung 22: Lipidgehalt gemäß Bildauswertung (Pixelzahl unterhalb des Cutoff-Wertes, hochgerechnet auf 
das normierte Gesamtfeld von 5038848 Pixel) im Verlauf – Kontrolle. Graphisch dargestellt sind die Mediane 
(kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; ohne 
Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der Versuche findet sich in Tabelle 6. 
Abbildung 23: Lipidgehalt gemäß Bildauswertung (Pixelzahl unterhalb des Cutoff-Wertes, hochgerechnet auf 
das normierte Gesamtfeld von 5038848 Pixel) im Verlauf – CSE. Graphisch dargestellt sind die Mediane 
(kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; ohne 
Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der Versuche findet sich in Tabelle 6. 
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Abbildung 24: Lipidgehalt gemäß Bildauswertung (Pixelzahl unterhalb des Cutoff-Wertes, hochgerechnet auf 













Abbildung 25: Lipidgehalt gemäß Bildauswertung (Pixelzahl unterhalb des Cutoff-Wertes, hochgerechnet auf 
das normierte Gesamtfeld von 5038848 Pixel) – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle und CSE an Tag 14.  
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6.3.2 Lipidgehalt pro Zellzahl 
Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden die Daten der Lipidanalyse auf die 
Zellzahl bezogen. Auch hier war an Tag 0 kein Unterschied zwischen der CSE- und der 
Kontrollgruppe zu verzeichnen. In beiden Gruppen kam es bis Tag 7 zu einem signifikanten 
Anstieg des Lipidgehaltes pro Zelle, welcher im Mittel (±SEM) 3710 ± 1344 % in der 
Kontrollgruppe und 1321 ± 303 % in der CSE-Gruppe betrug (n=12; p<0,05). Der an Tag 7 
beobachtete erhöhte Lipidgehalt pro Zelle in der Kontrollgruppe im Vergleich zur CSE-
Gruppe war nicht signifikant (n=13; p>0,05). Aus Abbildung 28 ist jedoch ersichtlich, dass 
bei einem der Versuche nach CSE-Exposition an Tag 7 eine deutliche Erhöhung der 
Lipidmenge pro Zelle im Vergleich zur Kontrolle auftrat. Dieser Effekt ließ sich auf eine 
besonders starke Reduktion der Zellzahl bei CSE im Vergleich zur Kontrolle an Tag 7 
zurückführen (siehe Abb. 12). Wurde dieser - von den anderen Versuchen qualitativ 
abweichende - Versuch nicht in die statistische Analyse miteinbezogen, so war die in der 
Kontrollgruppe vorhandene Lipidmenge pro Zelle signifikant höher als in der CSE-Gruppe 
(p<0,05, n=12). An Tag 14 war kein derartiger Unterschied mehr nachweisbar (paariger t-
Test, p=0,16).  
 
 
Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=15,14) 0,361 ± 0,115 0,279 ± 0,049 
Tag 5 (n=4) 2,136 ± 0,154 1,518 ± 0,077 
Tag 7 (n=13,14) 2,815 ± 0,183 2,487 ± 0,216 
Tag 11 (n=1) 3,825 3,849 
Tag 14 (n=6) 4,370 ± 0,112 4,885 ± 0,367 
Tabelle 7: Lipidgehalt pro Zelle der Kontroll- und der CSE-Gruppe. Die Werte (willkürliche Einheiten) ergeben 
sich aus dem Quotienten der Pixelanzahl unterhalb des Cutoff-Wertes (hochgerechnet auf das normierte 
Gesamtfeld von 5038848 Pixel) und der Zellzahl pro Well. Angegeben sind Mittelwerte sowie 
Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der auswertbaren Versuche an den entsprechenden 
Tagen ist unterschiedlich und wird als n angegeben. CSE wurde an Tag 0 appliziert und war bis Versuchsende 
anwesend, indem er ab Tag 2 (Entfernung des Differenzierungscocktails) bei jedem partiellen Mediumwechsel 
zum Füttern der Zellen im Abstand von 2 Tagen erneut zugegeben wurde.  
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Abbildung 26: Lipidgehalt pro Zellzahl (willkürliche Einheiten, siehe Tabelle 7) im Verlauf – Kontrolle. 
Graphisch dargestellt sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und 
Maximum (vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der 














Abbildung 27: Lipidgehalt pro Zellzahl (willkürliche Einheiten, siehe Tabelle 7) im Verlauf – CSE. Graphisch 
dargestellt sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum 
(vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der Versuche 
findet sich in Tabelle 7. 
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Abbildung 28: Lipidgehalt pro Zellzahl (willkürliche Einheiten, siehe Tabelle 7) – Paarweiser Vergleich 














Abbildung 29: Lipidgehalt pro Zellzahl (willkürliche Einheiten, siehe Tabelle 7) – Paarweiser Vergleich 


























































  - 58 -
6.3.3 Lipidgehalt pro Protein 
Wurde der Lipidgehalt in Bezug zur Proteinmenge pro Well gesetzt, kam es von Tag 0 bis 
Tag 7 zu einem Anstieg der Werte um im Mittel (±SEM) 2189 ± 913 % in der Kontrollgruppe 
bzw. 778 ± 274 % in der CSE-Gruppe (n=12; p<0,05). Weder an Tag 0 noch an Tag 7 fand 
sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (n=13; p>0,05).  
 
Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=15,14) 1127 ± 417 1313 ± 629 
Tag 7 (n=13,14) 5078 ± 292 3541 ± 229 
Tag 14 (n=6) 6190 ± 306 5441 ± 167 
Tabelle 8: Lipidgehalt bezogen auf Proteinmenge pro Well der Kontroll- und der CSE-Gruppe. Die Werte 
(willkürliche Einheiten) bilden sich aus dem Quotienten der  Pixelanzahl unterhalb des Cutoff-Wertes 
(hochgerechnet auf das normierte Gesamtfeld von 5038848 Pixel) und der Proteinmenge pro Well (µg). 
Angegeben sind Mittelwerte sowie Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der 
auswertbaren Versuche an den entsprechenden Tagen ist unterschiedlich und wird als n angegeben. CSE wurde 
an Tag 0 appliziert und war bis Versuchsende anwesend, indem er ab Tag 2 (Entfernung des Differenzierungs-
cocktails) bei jedem partiellen Mediumwechsel zum Füttern der Zellen im Abstand von 2 Tagen erneut 











Abbildung 30: Lipidgehalt pro Protein (willkürliche Einheiten, siehe Tabelle 8) im Verlauf – Kontrolle. 
Graphisch dargestellt sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und 
Maximum (vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der 
Versuche findet sich in Tabelle 8. 
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Abbildung 31: Lipidgehalt pro Protein (willkürliche Einheiten, siehe Tabelle 8) im Verlauf – CSE. Graphisch 
dargestellt sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum 
(vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der Versuche 











Abbildung 32: Lipidgehalt pro Protein (willkürliche Einheiten, siehe Tabelle 8) – Paarweiser Vergleich zwischen 
Kontrolle und CSE an Tag 7.  
 




























Tag 0 Tag 7 Tag 14




















      0
   2000
   4000
   6000

















Abbildung 33: Lipidgehalt pro Protein (willkürliche Einheiten, siehe Tabelle 8) – Paarweiser Vergleich zwischen 
Kontrolle und CSE an Tag 14.  
 
6.4 Aktivität der Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase (GPDH) 
 
6.4.1 GPDH-Aktivität absolut 
Die GPDH-Aktivität wurde an den Tagen 0 (n=16), 7 (n=14) und 14 (n=6) gemessen. An 
Tag 0 konnte in keinem der Versuche eine GPDH-Aktivität festgestellt werden. An Tag 7 war 
die GPDH-Aktivität in der CSE-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle im Mittel um (±SEM) 
54,8 ± 5,7 % erniedrigt (n=14; p<0,001). Dieser Unterschied konnte auch an Tag 14 
statistisch signifikant nachgewiesen werden (n=6; p=0,011). 
 
Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=16) 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Tag 7 (n=14) 12,66 ± 2,09 6,47 ± 1,50 
Tag 14 (n=6) 10,25 ± 1,42 7,51 ± 1,13 
Tabelle 9: GPDH-Aktivität pro Well (mU) der Kontroll- und der CSE-Gruppe. Angegeben sind Mittelwerte 
sowie Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der auswertbaren Versuche an den 
entsprechenden Tagen ist unterschiedlich und wird als n angegeben. CSE wurde an Tag 0 appliziert und war bis 
Versuchsende anwesend, indem er ab Tag 2 (Entfernung des Differenzierungscocktails) bei jedem partiellen 
Mediumwechsel zum Füttern der Zellen im Abstand von 2 Tagen erneut zugegeben wurde.  
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Abbildung 34: GPDH-Aktivität pro Well (mU) im Verlauf – Kontrolle. Graphisch dargestellt sind die Mediane 
(kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; ohne 















Abbildung 35: GPDH-Aktivität pro Well (mU) im Verlauf – CSE. Graphisch dargestellt sind die Mediane 
(kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; ohne 
Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der Versuche findet sich in Tabelle 9. 
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Abbildung 37: GPDH-Aktivität pro Well (mU) – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle und CSE an Tag 14. 
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6.4.2 GPDH-Aktivität pro Zellzahl 
Bei einer Betrachtung der GPDH-Aktivität pro Zelle zeigte sich an Tag 7 ein im Mittel 
(±SEM) um 41,6 ± 7,8 % erniedrigter Wert für die CSE-Gruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe (n=14; p<0,01). An Tag 14 ließ sich kein Unterschied mehr nachweisen.  
 
Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=16) 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Tag 7 (n=14) 3,88 ± 0,63   2,49 ± 0,55 
Tag 14 (n=6) 3,03 ± 0,38  2,79 ± 0,36 
Tabelle 10: GPDH-Aktivität (mU) pro 100.000 Zellen der Kontroll- und der CSE-Gruppe. Angegeben sind 
Mittelwerte sowie Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der auswertbaren Versuche an 
den entsprechenden Tagen ist unterschiedlich und wird als n angegeben. CSE wurde an Tag 0 appliziert und war 
bis Versuchsende anwesend, indem er ab Tag 2 (Entfernung des Differenzierungscocktails) bei jedem partiellen 















Abbildung 38: GPDH-Aktivität pro Zellzahl (100.000 Zellen) im Verlauf (mU) – Kontrolle. Graphisch 
dargestellt sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum 
(vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der Versuche 
findet sich in Tabelle 10.  
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Abbildung 39: GPDH-Aktivität pro Zellzahl (100.000 Zellen) im Verlauf (mU) – CSE. Graphisch dargestellt 
sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale 
















Abbildung 40: GPDH-Aktivität pro Zellzahl (100.000 Zellen) in mU – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle 
und CSE an Tag 7. 
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Abbildung 41: GPDH-Aktivität pro Zellzahl (100.000 Zellen) in mU – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle 
und CSE an Tag 14. 
.  
 
6.4.3 GPDH-Aktivität pro Proteingehalt 
Die GPDH-Aktivität bezogen auf die Proteinmenge war an Tag 7 in der CSE-Gruppe im 
Vergleich zur Kontrolle im Mittel (±SEM) um 52,7 ± 5,9 % erniedrigt (n=14; p<0,01). Auch 
an Tag 14 war dieser Unterschied noch nachweisbar (p=0,027), wenngleich gering.  
 
Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=16) 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Tag 7 (n=14) 6,96 ± 1,08 3,54 ± 0,76 
Tag 14 (n=6) 4,35 ± 0,70 3,26 ± 0,55 
Tabelle 11: GPDH-Aktivität (mU) pro 100 µg Protein der Kontroll- und der CSE-Gruppe. Angegeben sind 
Mittelwerte sowie Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die Anzahl der auswertbaren Versuche an 
den entsprechenden Tagen ist unterschiedlich und wird als n angegeben. CSE wurde an Tag 0 appliziert und war 
bis Versuchsende anwesend, indem er ab Tag 2 (Entfernung des Differenzierungscocktails) bei jedem partiellen 
Mediumwechsel zum Füttern der Zellen im Abstand von 2 Tagen erneut zugegeben wurde.  
 
 









































Abbildung 42: GPDH-Aktivität pro Proteingehalt (mU pro 100 µg Protein) im Verlauf – Kontrolle. Graphisch 
dargestellt sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum 
(vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der Versuche 















Abbildung 43: GPDH-Aktivität pro Proteingehalt (mU pro 100 µg Protein) im Verlauf – CSE. Graphisch 
dargestellt sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum 
(vertikale Balken; ohne Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der Versuche 
findet sich in Tabelle 11. 
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Abbildung 44: GPDH-Aktivität pro Proteingehalt (mU pro 100 µg Protein) – Paarweiser Vergleich zwischen 

















Abbildung 45: GPDH-Aktivität pro Proteingehalt (mU pro 100 µg Protein) – Paarweiser Vergleich zwischen 
Kontrolle und CSE an Tag 14. 
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6.4.4 GPDH-Aktivität pro Lipidgehalt 
Bezogen auf die Lipidmenge zeigte sich sowohl an Tag 7 (n=13) als auch an Tag 14 (n=6) 
gemessen an einem Signifikanzniveau von p=0,05 kein Unterschied zwischen CSE- und 
Kontrollgruppe. 
 
Versuchstag Kontrolle CSE 
Tag 0, Gabe des Cocktails (n=15,14) 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Tag 7 (n=13,14) 14,63 ± 2,22 10,90 ± 2,44 
Tag 14 (n=6) 6,96 ± 0,91 6,12 ± 1,23 
Tabelle 12: GPDH-Aktivität (mU) bezogen auf den Lipidgehalt (Anzahl der Pixel unterhalb des Cutoff-Wertes, 
hochgerechnet auf das normierte Gesamtfeld von 5038848 Pixel) multipliziert mit 1000000 in der Kontroll- und 
der CSE-Gruppe. Angegeben sind Mittelwerte sowie Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM). Die 














Abbildung 46: GPDH-Aktivität pro Lipidgehalt in Mio Pixel (mU) im Verlauf – Kontrolle. Graphisch dargestellt 
sind die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale 
Balken; ohne Ausreißer) sowie die Ausreißer (kleine Kreise oder Sterne). Die Anzahl der Versuche findet sich in 
Tabelle 12. 
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Abbildung 47: GPDH-Aktivität pro Lipidgehalt in Mio Pixel (mU) im Verlauf – CSE. Graphisch dargestellt sind 
die Mediane (kleines Rechteck), die 25- und 75-Perzentile (Box), Minimum und Maximum (vertikale Balken; 












Abbildung 48: GPDH-Aktivität pro Lipidgehalt in Mio Pixel (mU) – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle 
und CSE an Tag 7. 
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Abbildung 49: GPDH-Aktivität pro Lipidgehalt in Mio Pixel (mU) – Paarweiser Vergleich zwischen Kontrolle 
und CSE an Tag 14. 
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7. Diskussion 
Als Grundlage für die Diskussion der Ergebnisse werden im ersten Abschnitt die Vorgänge 
der Präadipozytendifferenzierung dargestellt. Anschließend erfolgen eine detaillierte Analyse 
der Daten und eine Interpretation der Ergebnisse. Zuletzt werden mögliche Mechanismen 
diskutiert, welche den beobachteten Phänomenen zugrunde liegen könnten. 
 
7.1 Adipogenese 
Die Hauptfunktion von Adipozyten besteht in der Einlagerung von Triacylglyzerinen 
während Phasen eines Nahrungsüberangebotes und in der Mobilisierung dieser 
Energiereserven bei mangelnder Nahrungszufuhr. Eine langfristige Zunahme der 
Fettspeicherung muss mit Änderungen der Größe und Zahl von Fettzellen einhergehen. Da 
sich differenzierte Adipozyten nicht teilen können, dienen Präadipozyten als Quelle für neues 
Fettgewebe. Diese können sich durch Differenzierung in reife Adipozyten umwandeln 
[Ntambi & Young-Cheul 2000].  
Die in den durchgeführten Experimenten verwendete 3T3-L1-Zelllinie stellt eines der 
meist untersuchten Zellmodelle für die Präadipozytendifferenzierung dar. Voraussetzung für 
die Differenzierung ist zunächst die Konfluenz der Präadipozyten. Der hierbei entstehende 
Zell-Zell-Kontakt führt zum Proliferationsstop und zur Expression von frühen Markern der 
Adipozytendifferenzierung wie beispielsweise Lipoprotein Lipase und Typ VI Kollagen. Die 
Differenzierung kann in dieser Phase durch mitogene und adipogene Stimulation angestoßen 
werden. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuchen erfolgte dies in 
standardisierter Weise mittels Zugabe von Dexamethason, Insulin und Isobutylmethylxanthin 
(IBMX). 
Dexamethason entfaltet seine Wirkung über den Glucocorticoid-Rezeptor, Insulin über den 
Rezeptor für IGF-1 und der cAMP-Phosphodiesterase-Inhibitor IBMX über die Stimulierung 
cAMP-abhängiger Proteinkinasen. Die Zellen reagieren auf diese Stimulation mit mehreren 
postkonfluenten Zellteilungen. Anschließend erreichen sie eine Phase des Teilungsstops, in 
der sie beginnen, Marker der endgültigen Differenzierung zu exprimieren. Diese Marker 
entsprechen Enzymen und Proteinen, die für die Modulierung des Phänotyps eines reifen 
Adipozyten verantwortlich sind. [Ntambi & Young-Cheul 2000]. Die Differenzierung ist ca. 
5-7 Tage nach deren Einleitung durch Zugabe des Differenzierungscocktails abgeschlossen. 
Morphologisch ist der Prozess der Differenzierung durch eine Formänderung der 
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spindelförmigen Präadipozyten zu rundlichen Adipozyten, durch den Verlust der 
Teilungsfähigkeit sowie durch eine zunehmende Einlagerung von Lipidtröpfchen 
gekennzeichnet (siehe Abbildung 50). 
 
Abbildung 50: Anfärbung reifer Adipozyten mit Oil Red O. Die intrazellulären Lipidtröpfchen stellen sich rot 
dar.  
 
Während der Differenzierung kommt es zu einer Kaskade von Ereignissen und 
Aktivierungen, wobei die Expression der Transkriptionsfaktoren Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-γ (PPAR-γ) und CCAAT/Enhancer Binding Proteine (C/EBP) von 
besonderer Bedeutung ist. C/EBPβ und C/EBPδ gehören zu den ersten Transkriptions-
faktoren, die nach Gabe des Differenzierungscocktails induziert werden. Ihnen wird eine 
entscheidende Rolle bei der Steuerung der Differenzierungsprozesse zugeschrieben. Es wird 
angenommen, dass sie für die Expression von PPAR-γ und C/EBPα verantwortlich sind, die 
schließlich die spezifische Genregulation beim reifen Adipozyten regulieren [Ntambi & 
Young-Cheul 2000, Morrison & Farmer 2000]. 
Die Differenzierung geht ebenfalls mit vielfältigen Änderungen der Genexpression einher. 
Hierbei wurden Auf- und Abregulationen von jeweils mehr als 800 Genen beschrieben 
[Burton et al. 2004]. Unter den zahlreichen nachgewiesenen beteiligten Komponenten nimmt 
die E2F-Familie Zellzyklus-regulierender Transkriptionsfaktoren eine wesentliche Stellung 
  - 73 -
ein. Diese bewirken den Übertritt der Zellen aus der Phase klonaler Expansion in den 
differenzierten Zustand. Hierbei wirken die verschiedenen Mitglieder der Familie teilweise 
gegensätzlich. Beispielsweise bewerkstelligt E2F1 nach hormoneller Stimulation in der 
initialen Phase die Adipozytendifferenzierung wohingegen E2F4 sie später hemmt. Die 
Vermittlung beider Effekte erfolgt jedoch wieder über PPAR-γ [Fajas et al. 2002].  
 
7.2 Interpretation der Ergebnisse 
In dieser Studie sollte untersucht werden, ob die Exposition gegenüber 
Zigarettenrauchextrakt (CSE) in vitro Effekte auf die Proliferation, Differenzierung und 
Funktion von Präadipozyten der Maus (3T3-L1) hatte.  
In den Versuchen wurde CSE nach Zugabe des Differenzierungscocktails dauerhaft in 
einer Konzentration von 5 % auf den Zellen belassen, um herauszufinden, ob CSE prinzipiell 
eine Wirkung auf die Differenzierung bzw. Funktion ausüben konnte. Aufgrund der 
permanenten Exposition war jedoch eine Trennung zwischen akuten und dauerhaften Effekten 
auf die Funktion und Differenzierung nicht möglich. Im Gegensatz zu anderen Studien wurde 
das Insulin nach Entfernung des Differenzierungscocktails (Tag 2) nicht weiter verabreicht. 
Diese Entscheidung beruhte darauf, dass in Vorversuchen bei dauerhafter Insulingabe, d.h. 
optimaler Differenzierungsstimulation, der initial beobachtete Unterschied zwischen den 
Expositionen abgeschwächt erschien. Somit schien es nicht ratsam, die Differenzierung nach 
ihrem initialen Anstoßen in der Folge mit maximaler Kraft voranzutreiben. 
Die Zellzählung ergab einen deutlichen Anstieg der Zellzahl zwischen Tag 0 und Tag 7 
sowie anschließend das Erreichen eines Plateaus in beiden Gruppen. Dies war Ausdruck der 
durch den Differenzierungscocktail angeregten postkonfluenten Zellteilungen sowie des 
anschließend einsetzenden Teilungsstopps bei fortgeschrittener Differenzierung. Die Zellzahl 
in der Kontrollgruppe war abgesehen vom Ausgangswert (Tag 0) zu allen Messzeitpunkten 
signifikant höher als in der CSE-Gruppe. Interessanterweise war in der CSE-Gruppe im 
Gegensatz zur Kontrollgruppe an Tag 2 noch kein signifikanter Anstieg der Zellzahl 
gegenüber den Werten an Tag 0 zu verzeichnen. Insgesamt wiesen die Daten somit einerseits 
auf einen durch CSE verzögerten Proliferationsbeginn, andererseits auf eine verminderte 
maximal erreichbare Zellzahl der mit CSE behandelten Zellen hin.  
Die gesamte Proteinmenge war - passend zur erhöhten Zellzahl - an Tag 7 in der 
Kontrollgruppe höher als in der CSE-Gruppe. Jedoch war dieser Effekt an Tag 14 - 
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möglicherweise aufgrund der geringen Fallzahl - nicht mehr statistisch nachweisbar. Im 
Gegensatz dazu ergab die Proteinmenge pro Zelle sowohl an Tag 7 als auch an Tag 14 höhere 
Werte für die mit CSE behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Diese Beobachtung 
lässt sich rein deskriptiv so interpretieren, dass die in der Proliferation und Differenzierung 
durch CSE gehemmten Zellen in eine relativ vermehrte Proteinbildung investierten, anstatt 
ihre metabolischen Reserven so weit als möglich für die Lipidspeicherung einzusetzen. 
In der Tat war der mittels Bildverarbeitung gemessene Lipidgehalt an Tag 7 bei der 
Kontrolle im Vergleich zu CSE erhöht. An Tag 14 war dieser Unterschied zwar in geringerem 
Ausmaß, jedoch immer noch statistisch signifikant vorhanden. Auch bei der Messung der 
Lipidmenge pro Zelle deuteten sich an Tag 7 in der Kontrollgruppe höhere Werte als in der 
CSE-Gruppe an. Dieser Unterschied war zwar nur dann statistisch signifikant, wenn ein von 
den anderen Versuchen qualitativ abweichender Versuch nicht in die statistische Analyse 
miteinbezogen wurde (siehe 6.3.2), jedoch erschien dieses Vorgehen bei detaillierter Analyse 
der Einzeldaten legitim. An Tag 14 lag bezüglich der zellulären Lipidmenge kein statistisch 
signifikanter Unterschied mehr zwischen den beiden Gruppen vor. Dies passte zu der 
Beobachtung, dass sowohl die Zellzahl als auch der Lipidgehalt bei Gabe von CSE erniedrigt 
waren. 
Da der absolute Lipidgehalt der Kontrollgruppe im Vergleich zur CSE-Gruppe an Tag 7 
deutlich erhöht war, der Unterschied im Proteingehalt beider Gruppen jedoch deutlich 
geringer ausfiel, wäre an Tag 7 ein signifikanter Unterschied der Lipidmenge bezogen auf den 
Proteingehalt zu erwarten gewesen, im Sinne eines erhöhten Wertes der Kontrolle. Die 
Messungen zeigten zwar eine Tendenz, jedoch keinen statistisch signifikanten Unterschied, 
was unter anderem auf die relativ geringe Fallzahl im Vergleich zur Streuung der Daten 
zurückzuführen sein dürfte. 
Die beschriebenen Beobachtungen wiesen somit in die Richtung einer funktionellen 
Einschränkung der Adipozyten unter CSE-Exposition. Hierzu passten die Daten der GPDH-
Aktivität als Marker der Adipozytendifferenzierung. Im Ausgangszustand fand sich keine 
Aktivität; somit waren die Zellen nicht bereits vorzeitig in eine Differenzierung eingetreten. 
Daher war der Versuchsansatz, der die Wirkung auf die Differenzierung der Adipozyten 
untersuchen sollte, valide. Die Messung der GPDH-Aktivität ergab erhöhte Werte für die 
Kontrollen im Vergleich zu CSE an Tag 7, aber auch noch an Tag 14. Auch gemessen pro 
Zelle war die GPDH-Aktivität an Tag 7 in der Kontrollgruppe höher als in der CSE-Gruppe, 
allerdings war an Tag 14 kein statistisch signifikanter Unterschied mehr nachweisbar. In 
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analoger Weise war auch die GPDH-Aktivität pro µg Protein an Tag 7 im Vergleich zur CSE-
Gruppe signifikant erhöht. Dieser Unterschied war an Tag 14 deutlich geringer ausgeprägt als 
an Tag 7, jedoch noch statistisch signifikant. 
Somit ergab sich in der Zusammenschau, dass die Daten der GPDH-Aktivität, sowohl 
absolut als auch pro Zelle oder Proteinmenge, sowie der Lipidmenge, sowohl absolut als auch 
pro Zelle, auf eine verminderte Adipogenese in der CSE-Gruppe an Tag 7 hindeuteten. 
Zugleich wies der Vergleich der Mittelwerte – ungeachtet der geringeren Fallzahl und somit 
Teststärke - darauf hin, dass diese Unterschiede nach 14 Tagen im Wesentlichen nicht mehr 
oder nur noch in geringem Ausmaß bestanden. Eine mögliche Erklärung für die Einebnung 
der Unterschiede könnte sein, dass die zwar reduzierte, jedoch immer noch deutlich 
vorhandene GPDH-Aktivität bei guter Nettoenergiespeicherung und Nährstoffversorgung im 
Hochglukosemedium schließlich eine Nivellierung der Lipidspeicherung bewirkte. 
Theoretisch wäre auch ein Toleranzeffekt gegenüber CSE denkbar, etwa durch eine 
persistierende Aufregulation der antioxidativen Abwehr. Unwahrscheinlich sind Selektions-
effekte, da rein makroskopisch keine toxischen Effekte auf die Zellen beobachtet wurden. 
Auch waren die prozentualen Unterschiede der verschiedenen Messgrößen in der CSE- versus 
Kontrollgruppe in der Summe relativ gering; dies spricht ebenfalls gegen signifikante toxische 
Effekte. 
In der vorliegenden Studie wurden keine Seneszenzmarker untersucht, jedoch ist eine 
durch CSE induzierte vorzeitige zelluläre Seneszenz denkbar, da sich alternde Adipozyten - 
zumindest in Kultur - zwar durch eine Verschlechterung in allen Aspekten der Funktionalität 
der Zelle auszeichnen, ungeachtet dessen jedoch immer noch eine effiziente 
Nettolipidspeicherung aufweisen [Yu & Zhu 2004]. Eine Seneszenz wäre daher mit den 
Beobachtungen an Tag 14 in Einklang zu bringen. Eine Beurteilung, ob eine zelluläre 
Alterung bei den hier beobachteten Effekten eine Rolle spielt, ist allerdings aufgrund der 
fehlenden Messung von Seneszenzmarkern nicht möglich. Dies festzustellen war jedoch nicht 
das Ziel der vorliegenden Untersuchung; diese sollte vielmehr prüfen, ob überhaupt CSE in 
einer nicht-toxischen Konzentration eine Wirkung auf Adipozyten ausübte und welche der 
Hauptkennzeichen der zellulären Funktion in welchem Maße und zeitlichem Verlauf 
beeinflusst wurden. 
Zigarettenrauch enthält ca. 4800 Substanzen, von denen mindestens 250 als toxisch oder 
kanzerogen gewertet werden [Deutsches Krebsforschungszentrum 2008]. Zu beachten ist, 
dass der in den durchgeführten Untersuchungen angewandte Zigarettenrauchextrakt nur einen 
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Teil der vielen im Zigarettenrauch nachgewiesenen Stoffe enthält. Einerseits wurden nur die 
wasserlöslichen Bestandteile in das Medium aufgenommen, andererseits entwich 
Nebenstromrauch in den Abzug, welcher zahlreiche toxische Stoffe in höherer Konzentration 
enthält als der Hauptstromrauch. Die vorliegende Studie kann keine Aussage darüber treffen, 
welcher der einzelnen Stoffe des Zigarettenrauchextraktes für die beobachteten Effekte 
verantwortlich sind. Um dies zu eruieren, sind weitere Studien unter Verwendung einzelner 
definierter Inhaltsstoffe des CSE notwendig. 
Auf den ersten Blick mag es nicht unbedingt plausibel erscheinen, dass der zahlreiche 
Oxidantien enthaltende Zigarettenrauch die Adipozytendifferenzierung hemmt, da zumindest 
eine endogene Oxidantienproduktion die Adipogenese fördern kann. So zeigte sich in einer 
früheren Untersuchung, dass eine indirekte, enzymatisch vermittelte Zufuhr von H2O2 die 
Adipogenese antrieb [Krieger-Brauer & Kather 1995]. In die endogene H2O2-Erzeugung ist 
eine NADPH-abhängige, membranständige Oxidase involviert, deren Aktivierung durch 
Insulin und Insulin-like Growth Faktor I (IGF-1) erfolgen kann. Andererseits wurde berichtet, 
dass die Differenzierung durch Antioxidantien wie N-Acetylcystein oder Ascorbinsäure 
gehemmt werden konnte [Krieger-Brauer & Kather 1995]. Darüber hinaus wurde beobachtet, 
dass die Aktivierung der Semicarbazid-sensitiven Amino-Oxidase (SSAO), die während der 
Adipogenese verstärkt exprimiert wird, die Differenzierung mittels der Erzeugung von H2O2 
fördert [Mercier et al. 2001]. Ähnliche eine Adipogenese fördernde Wirkungen konnten durch 
die Aktivierung der mitrochondrialen Monamino-Qxidase (MAO), die ebenfalls H2O2 
erzeugt, erzielt werden [Carpéné et al. 2006]. Die beschriebenen Effekte ließen sich jedoch 
nicht eindeutig für direkt exogen appliziertes H2O2 nachweisen [Krieger-Brauer & Kather 
1995], was möglicherweise auf Stabilitätsprobleme zurückzuführen ist. Es ist zur Zeit nicht 
bekannt, in welchem Maße die Adipogenese auch von anderen extern zugefügten Oxidantien 
beeinflusst werden kann.  
In den hier vorliegenden Versuchen kam es jedoch trotz der im Zigarettenrauch 
enthaltenen Oxidantien zu einer Einschränkung der Proliferation und Differenzierung der 
Präadipozyten, die sich in einer verminderten GPDH-Aktivität und Lipidakkumulation 
ausdrückte. Als nächstliegende Erklärung wäre denkbar, dass andere Komponenten außer 
Oxidantien in ihrer Wirkung dominierten. Dies gilt umso mehr, als CSE über den gesamten 
Versuchszeitraum anwesend war und somit den Zellen eine stete Abwehrleistung abforderte, 
die daher nicht mehr für die Lipidsynthese zur Verfügung stand. Diese Hypothese könnte in 
Versuchen getestet werden, in denen CSE nur temporär appliziert und nach wenigen Tagen 
wieder entfernt wird. In dieser Untersuchung wurde die kontinuierliche Exposition gewählt, 
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da sie – soweit in-vitro-Versuche überhaupt mit der in-vivo-Situation vergleichbar sind - eher 
der bei Rauchern vorliegenden Situation entspricht als die temporäre Gabe. 
Eine andere Möglichkeit wäre, dass die im CSE enthaltenen Oxidantien die Differen-
zierung auf Kosten der Proliferation vorantrieben. Diese Hypothese wäre mit der in anderen 
Studien gezeigten differenzierungsfördernden Wirkung von Oxidantien vereinbar. Gegen 
diese Hypothese spricht, dass die Funktion der Adipozyten im Sinne der Lipidspeicherung 
und GPDH-Aktivität auch dann eingeschränkt war, wenn sie pro Zellzahl ausgewertet wurde. 
Zu beachten ist hierbei jedoch, dass die Anwesenheit von CSE vermutlich immer noch eine 
direkte Ableistung erforderte, die nicht für die eigentliche Adipozytenfunktion zur Verfügung 
stand. Man könnte spekulieren, dass eine mögliche differenzierungfördernde Wirkung von 
CSE, soweit vom akuten Effekt trennbar, zum einen eine gesteigerte Funktionsfähigkeit der 
Zellen bewirken könnte, zum anderen aber auch eine geringere, indem die sozusagen 
vorzeitig differenzierten Zellen gegenüber regulär differenzierten Zellen in ihrer 
Funktionalität eingeschränkt sind. Bemerkenswert schien in jedem Fall, dass die Unterschiede 
zwischen den Expositionen im Zeitverlauf abnahmen, und zwar nicht nur bezüglich der 
kumulierten Lipidmenge, sondern auch bezüglich der GPDH-Aktivität. Anhand der hier 
erhobenen phänomenologischen Daten und wegen der kontinuierlichen Exposition lässt sich 
in dieser Untersuchung nicht zwischen diesen verschiedenen Erklärungen unterscheiden. 
Insgesamt wiesen somit die Ergebnisse der vorliegenden Studie in die Richtung, dass 
sowohl die Proliferation und Differenzierungsgeschwindigkeit von Präadipozyten als auch die 
Funktionalität der entstandenen Adipozyten durch die kontinuierliche Exposition gegenüber 
Zigarettenrauchextrakt in einer nicht-toxischen Konzentration in vitro verringert werden 
konnten. Da diese Effekte von CSE auf Präadipozyten bzw. Adipozyten auch in unabhängig 
durchgeführten Folgeversuchen im Rahmen einer anderen Doktorarbeit beobachtet wurden, 
kann man davon ausgehen, dass es sich um reproduzierbare Ergebnisse handelt. 
 
7.3 Mögliche zugrundeliegende Mechanismen 
Die bisherigen Befunde lassen noch keine eindeutige Identifizierung der beteiligten 
Mechanismen zu. Im Folgenden werden mögliche Wirkungskanäle in Verbindung mit der 
Literatur diskutiert, die den beobachteten Ergebnissen zugrunde liegen könnten. Diese 
Erörterungen tragen allerdings zur Zeit primär spekulativen Charakter, um sinnvolle weitere 
Fragestellungen zu generieren. 
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Wie oben beschrieben (siehe 7.1) spielt PPAR-γ bei der Adipozytendifferenzierung eine 
entscheidende Rolle. Daneben erscheinen die Familie der Transkriptionsfaktoren PPAR-γ  für 
die COPD bedeutsam, da ihre erhöhte Expression in Alveolarmakrophagen deren 
inflammatorische Aktivität vermindert und Alveolarmakrophagen eine entscheidende Rolle 
bei der Aufrechterhaltung der Atemwegsentzündung einnehmen [Valledor & Ricote 2004, 
Barnes 2004]. Es wird davon ausgegangen, dass PPAR-γ seine antiinflammatorischen Effekte 
durch die Unterdrückung der Expression proinflammatorischer Gene erzielt. Mehrere Studien 
weisen darauf hin, dass die antiinflammatorischen Eigenschaften von PPAR-γ bei der 
Behandlung entzündlicher Atemwegserkrankungen hilfreich sein könnten [Belvisi et al. 2006].  
Des Weiteren wird die Fettmobilisierung bei kalorischer Restriktion über SIRT1 vermittelt, 
welches durch Repression PPAR-γ-kontrollierter Gene die Lipolyse sowie die Hemmung der 
Adipogenese bewirkt [Picard et al. 2004]. Die Sirtuine gehören zur Klasse III der 
Histondeacetylasen und benötigen zur Deacetylierung NAD+ als Kosubstrat. Hierdurch 
erscheinen sie an den Energiestoffwechsel der Zelle angekoppelt, was für diese Arbeit von 
besonderem Interesse ist. Beim Menschen gehören 7 Mitglieder zur Familie der Sirtuine 
(SIRT1-7). Sie sind wesentlich an der Regulierung von Zellzyklus, Apoptose, Metabolismus, 
Inflammation, Langlebigkeit und Alterungsvorgängen beteiligt [Yang et al. 2007, 
Rajendrasozhan et al. 2008]. Da alle diese Prozesse bei der Pathogenese der COPD eine Rolle 
spielen (siehe 2.3), scheint es plausibel, dass die Sirtuine eine wesentliche Bedeutung bei der 
Entstehung und Unterhaltung der Erkrankung einnehmen. 
Sirtuine steuern Signalwege bei Einwirkung von Stressbedingungen, beispielsweise 
metabolische Veränderungen bei kalorischer Restriktion. Es ist bekannt, dass bei kalorischer 
Restriktion die Vermittlung der Langlebigkeit eng mit der Expression von SIRT1 bzw. seiner 
Homologen, z.B. SIR2 in der Hefe, gekoppelt ist. Auch die antiinflammatorische Wirkung der 
Sirtuine ist im Rahmen dieser Arbeit von besonderem Interesse. SIRT1 steuert die 
Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine unter anderem durch Regulierung von NF-κB. 
Yang et al. [2007] konnten einen Abfall der SIRT1-Aktivität in MonoMac6-Zellen nach 
Exposition gegenüber CSE nachweisen. Dies ging mit erhöhter Freisetzung von 
Entzündungsmediatoren wie TNF-α und IL-8 einher. Sirtuin-Inhibitoren erhöhten die durch 
CSE induzierte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, wohingegen Sirtuin-Aktivatoren 
sie hemmten. Auch in vivo zeigte sich in den Lungen von Ratten nach Exposition gegenüber 
Zigarettenrauch eine reduzierte SIRT1-Aktivität, verbunden mit erhöhtem Nachweis von 
Entzündungsmediatoren in der BALF sowie im Lungengewebe [Yang et al. 2007]. 












Abbildung 51: Mögliche Rolle von Sirtuinen und Insulin-Signalwegen beim Emphysem. mTOR steht für 
mammalian target-of-rapamycin kinase, PI3K/Akt für phosphatidylinositol 3-kinase bzw. serine-threonine-
kinase, Mitglied der Proteinkinase B (PKB) Familie. Modifiziert nach Karrasch et al. [2008]. 
 
Erst kürzlich fanden Rajendrasozhan et al. [2008] eine Verminderung des SIRT1-Spiegels 
in Lungengewebe von Rauchern und Patienten mit COPD im Vergleich zu Nichtrauchern. 
Diese Reduktion von SIRT1 kann in der Aktivierung einer NF-κB gesteuerten abnormen 
chronischen Entzündungsreaktion resultieren, wie sie in Lungen von Rauchern und COPD-
Patienten beobachtet wird. Die Bedeutung von SIRT1 für die Pathogenese der COPD wird 
noch unterstrichen durch die Beobachtung, dass eine genetische Ablation von SIRT1 in 
Mäuselungen zu einer vermehrten Infiltration mit Neutrophilen und somit zu vermehrter 
Inflammation führt [McBurney et al. 2003, Rajendrasozhan et al. 2008]. Die vorhandenen 
Daten weisen darauf hin, dass SIRT1 über die Steuerung vermehrter Neutrophileninfiltration 
und NF-κB-Aktivierung an der Vermittlung der Entzündungsreaktion in Lungen von 
Rauchern und COPD-Patienten beteiligt ist.  
Neben der Vermittlung der Langlebigkeit bei kalorischer Restriktion sowie der anti-
inflammatorischen Wirkung wird SIRT1 eine wesentliche Bedeutung für den 
Energiestoffwechsel zugeschrieben. Es ist bekannt, dass SIRT1 in die Steuerung des 
Metabolismus von Glucose, Fettsäuren und Cholesterol involviert ist [Boily et al. 2008]. 
Interessanterweise waren Mäuse ohne das SIRT1-Protein (SIRT1-Null-Mäuse) trotz ähnlicher 
Nahrungsaufnahme kleiner und weniger aktiv als ihre normalen Artgenossen. Außerdem 
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wiesen sie einen höheren Sauerstoffverbrauch sowie eine erhöhte Fettsäureoxidation auf 
[Boily et al. 2008]. Insgesamt implizierten die Daten der Studie eine ineffiziente Verwertung 
der aufgenommenen Kalorien sowie einen hypermetabolischen Stoffwechsel der SIRT1-Null-
Mäuse. Die Ergebnisse unterstreichen die Rolle von SIRT1 als bedeutsamer Regulator des 
Energiemetabolismus. 
Da SIRT1 wie oben beschrieben vermutlich an der pulmonalen Entzündungsreaktion bei 
Rauchern und COPD-Patienten mitwirkt sowie in den Energiestoffwechsel und die 
Vermittlung der Langlebigkeit bei kalorischer Restriktion involviert ist, wäre eine Beteiligung 
von SIRT1 an den in dieser Studie festgestellten Effekten von CSE auf die Adipozyten-
differenzierung plausibel, sofern man den Anteil von Adipozyten an einer Entzündung mittels 
Adipokinen bedenkt sowie die Tatsache, dass Emphysem und Körpergewicht miteinander 
gekoppelt zu sein scheinen. 
Interessanterweise scheinen auch Forkhead Box (FOX) Transkriptionsfaktoren an der 
Adipogenese beteiligt zu sein. Die transskriptorische Aktivität von PPAR-γ wird beispiels-
weise durch die Expression von FOXC2 gehemmt [Davis et al. 2004]. Dies wiederum führt 
zu einer reduzierten Expression von C/EBPα oder Adiponektin, einem charakteristischen 
Adipokin, welches die Reifung von Adipozyten selbst fördernd beeinflusst [Fu et al. 2005]. 
SIRT1 hat neben den Histonen auch Transkriptionsfaktoren wie p53 und solche des Typs 
Forkhead Box O (FOXO) zum Substrat [Motta et al. 2004]. Die Aktivität des 
Transkriptionsfaktors FOXO3 bzw. FOXO3a scheint mittels Deacetylierung gesteuert zu 
werden. Hierdurch findet eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Proliferation, 
Zellzyklusarrest und Apoptose in Richtung Zellzyklusarrest statt [Brunet et al. 2004, Motta et 
al. 2004]. Es gibt Hinweise darauf, dass das Zusammenspiel zwischen SIRT1 und den FOXO-
Transkriptionsfaktoren wesentlich an der zellulären Stressantwort beteiligt ist [Burgering & 
Kops 2002, Giannakou & Partridge 2004]. Inwieweit die Modulation der genannten 
Trasnkriptionsfaktoren, beispielsweise durch zigarettenrauchbedingten Stress, auf die Adipo-
genese bzw. die Funktion von Adipozyten Einfluss nimmt, ist derzeit nicht ausreichend 
untersucht, um daraus Schlüsse zu ziehen.  
In Abbildung 51 sind wichtige der möglichen Einflussfaktoren und deren Zusammenhänge 
bei der Pathogenese der COPD in einer Übersicht dargestellt. 
 
 
  - 81 -
Zusammenfassend weisen die Befunde der Studie darauf hin, dass Komponenten des 
Zigarettenrauches in vitro hemmende Effekte auf die Differenzierung, Proliferation und 
Funktion von Präadipozyten bzw. Adipozyten ausüben. Prinzipiell können wasserlösliche 
Komponenten des Zigarettenrauchs in die Zirkulation gelangen und dort extrapulmonale 
Krankheitsprozesse wie die Atherosklerose auslösen. Somit ist die Annahme einer Wirkung 
des Zigarettenrauches auf die Adipozyten und somit auf das Körpergewicht und die Körper-
zusammensetzung nicht unrealistisch. Da wie oben beschrieben ein niedriges Körpergewicht 
die Entwicklung einer COPD begünstigt, wäre dies ein denkbarer Mechanismus, wie 
Zigarettenrauch über systemische Effekte die Entwicklung und den Verlauf einer COPD 
beeinflussen kann. 
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8. Ausblick 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente ergaben, dass wässriger 
Zigarettenrauchextrakt die Proliferation, enzymatische Funktion und Lipidspeicherung von 
Präadipozyten bzw. Adipozyten in vitro beeinträchtigen kann. Die Arbeit hatte den Nachweis 
derartiger Effekte zum Gegenstand, nicht jedoch die Abklärung, welche der zahlreichen 
Komponenten des Zigarettenrauches für diese Wirkung verantwortlich war. Daher wären 
weitere Untersuchungen sinnvoll, die den Effekt einzelner definierter Inhaltsstoffe des 
Zigarettenrachextrakts, beispielsweise Nikotin oder Oxidantien, auf die 
Präadipozytendifferenzierung untersuchen. In analoger Weise könnten die Wirkungen 
anderer, darunter auch arbeitsmedizinisch relevanter Noxen auf Präadipozyten analysiert 
werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurde CSE dauerhaft auf den Zellen belassen. Daher kann nicht 
beurteilt werden, inwieweit die beobachteten Effekte reversibel sind oder auf durch den 
Zigarettenrauchextrakt induzierten persistierenden Störungen der Zellaktivität beruhen. Um 
dies weiter zu eruieren, müsste die Auswirkung einer temporären versus permanenten 
Exposition gegenüber Zigarettenrauchextrakt untersucht werden. 
Im Rahmen weiterer Experimente könnten auch Seneszenzmarker wie z.B. SA-β-
Galaktosidase erfasst werden, um zu prüfen, ob der Effekt von Zigarettenrauchextrakt auf die 
Präadipozytendifferenzierung mit einer vorzeitigen zellulären Seneszenz bzw. einer 
merklichen Stressantwort einhergeht. Darüber hinaus könnten Effekte auf die Freisetzung von 
Adipokinen und Entzündungsmediatoren sowie die internen Signalwege untersucht werden. 
Hier wäre besonders interessant, zu eruieren, ob und inwieweit Sirtuine an der Antwort 
beteiligt sind, da diese die Adipozytendifferenzierung beeinflussen können, durch 
Deacetylierung von Transkriptionsfaktoren an der zellulären Stressantwort, Seneszenz und 
Apoptose beteiligt sind sowie mittels ihrer Wirkungen auf Histone im Prinzip auch 
längerfristige Regulationen direkt oder indirekt vermitteln können. 
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9. Zusammenfassung  
Die COPD ist eine der häufigsten Atemwegserkrankungen. Sie geht mit einer chronischen 
Entzündung der Atemwege, den Symptomen Husten, Dyspnoe und Schleimproduktion sowie 
einer chronischen Obstruktion einher, die unter antiobstruktiver Therapie bestehen bleibt. 
Die COPD wird durch die Inhalation von Noxen verursacht, insbesondere Zigarettenrauch. 
Klinisch unterscheidet man zwei Phänotypen, die meist in unterschiedlicher Ausprägung 
gemeinsam vorkommen. Die chronisch-obstruktive Bronchitis zeichnet sich primär durch 
bronchiale Obstruktion und Mukushypersekretion aus, wohingegen beim Lungenemphysem 
ein irreversibler Abbau der Alveolen und Strukturverlust der Lunge im Vordergrund steht. 
Nach gängiger Auffassung führt die Noxe zu einer Atemwegsentzündung mit Verschiebung 
der Proteasen-Antiproteasen-, Oxidantien-Antioxidantien- und Apoptose-Proliferation-
Gleichgewichte. Zudem gibt es Hinweise auf eine vorzeitige zelluläre Seneszenz. 
Aufgrund zahlreicher extrapulmonaler Manifestationen wie kardiovaskuläre Erkrankun-
gen, Kachexie und muskuläre Dysfunktion wird die COPD zunehmend als systemische 
Erkrankung wahrgenommen. Insbesondere Patienten mit Lungenemphysem weisen häufig 
eine Kachexie auf. Auch ist möglicherweise ein niedrigeres im Vergleich zu einem höheren 
Körpergewicht bei Rauchern mit einem erhöhten Risiko für eine COPD assoziiert. Daher 
könnte ein niedriges Gewicht nicht nur Folge, sondern auch treibender Faktor für die 
Entwicklung einer COPD sein. Da Zigarettenrauchbestandteile über die Zirkulation in extra-
pulmonale Organe gelangen können, ist u.a. auch ein Einfluss auf Adipozyten denkbar, als 
möglicher Mechanismus, über einen systemischen Umweg die Erkrankung zu beeinflussen. 
Vor diesem Hintergrund war das Ziel dieser Arbeit, den Effekt von Zigarettenrauchextrakt 
auf die Differenzierung von Präadipozyten zu untersuchen. Hierzu wurden 3T3-L1-Präadipo-
zyten der Maus am 2. postkonfluenten Tag (Tag 0) mit einem Differenzierungscocktail aus 
IBMX, Dexamethason und Insulin inkubiert, der für 2 Tage belassen wurde. 3 Stunden nach 
Cocktailgabe wurde 5 % Zigarettenrauchextrakt (CSE) hinzugegeben; die Kontrollen wurden 
analog mit Kulturmedium behandelt. Nach 2 Tagen wurde der Differenzierungscocktail 
entfernt. Die Zellen wurden anschließend mit reinem Kulturmedium (plus Antibiotika und 
FCS) bzw. in der CSE-Gruppe mit zusätzlichem CSE alle 2 Tage gefüttert. Die Auswertungen 
erfolgten primär an den Tagen 0, 7 und 14 sowie in geringerer Anzahl auch an den Tagen 2, 5 
und 11. Die adipozytenspezifischen Methoden mussten zunächst im Labor etabliert werden. 
Gemessen wurden Lipidmenge, GPDH-Aktivität (Enzym der Triglyceridsynthese, Marker der 
Adipozyten-Differenzierung), Proteinmenge (Bradford) sowie Zellzahl (Neubauer-
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Zählkammer). Die Lipidbestimmung mittels Bildauswertung wurde im Rahmen dieser Arbeit 
als Alternative zur klassischen photometrischen Methode neu entwickelt. Hierzu wurden 
mittels Digitalkamera Fotos der Ölrot-gefärbten Präparate durch ein inverses Mikroskop 
angefertigt und mittels Bildanalyseprogramm ausgewertet. Hierbei konnten nach Festlegung 
eines geeigneten Cutoff-Wertes der Pixelintensität die Lipidtröpfchen vom Hintergrund 
abgegrenzt und somit die Menge der Lipide bestimmt werden.  
Die Experimente (jeweils n=4-16) ergaben einen statistisch signifikanten (p<0,01) Anstieg 
der Zellzahl über die Zeit mit Bildung eines Plateaus ab Tag 5 in beiden Gruppen. An allen 
auf Tag 0 folgenden Tagen war die Zellzahl in der Kontrollgruppe signifikant (p<0,01) höher 
als in der CSE-Gruppe. Die GPDH-Aktivität zeigte sowohl absolut als auch bezogen auf 
Proteinmenge oder Zellzahl an Tag 7 höhere Werte für die Kontrollen als für CSE (p<0,01), 
doch war an Tag 14 der Effekt auf die GPDH-Aktivität pro Zellzahl nicht mehr nachweisbar 
und der Unterschied bezogen auf den Proteingehalt nur noch gering. Die absolute Lipidmenge 
ergab an Tag 7 signifikant höhere Werte in der Kontrolle verglichen mit CSE (p<0,01); auch 
bezogen auf die Zellzahl wiesen die Kontrollen höhere Werte auf, dies war jedoch nicht 
statistisch signifikant. An Tag 14 zeigte der absolute Lipidgehalt nur noch einen geringen 
Unterschied zwischen den Gruppen und bezogen auf die Zellzahl keinen Unterschied mehr. 
In der Zusammenschau wiesen diese in-vitro-Ergebnisse in Richtung einer beeinträchtigten 
Adipogenese der mit CSE behandelten Zellen, vor allem an Tag 7, wobei sich die Unter-
schiede an Tag 14 weitgehend nivellierten. Die Befunde sind insofern lehrreich, als endogene 
Oxidantien als der Adipogenese förderlich gelten. Dies scheint für das externe Oxidanz CSE 
nicht zu gelten. Denkbar wäre eine Beteiligung der multifunktionalen (Histon-)Deacetylase 
SIRT1, da dieses Sirtuin an der Regulierung von Zellzyklus, Apoptose, Inflammation, aber 
auch von Metabolismus, Langlebigkeit und Adipogenese beteiligt ist und beispielsweise in 
der Lunge von Rauchern und Patienten mit COPD vermindert gefunden wurde.  
Insgesamt passen die Daten zu der Hypothese, dass Rauchen über lokale Auswirkungen in 
der Lunge hinaus im Prinzip auch systemische Effekte auf hormonell aktive Zellen wie 
Adipozyten bzw. Präadipozyten ausüben kann. Neben den bekannten Wegen wäre auch so ein 
Einfluss von Zigarettenrauch auf Körpergewicht und –zusammensetzung denkbar und somit 
indirekt ebenfalls auf Entstehung und Fortschreiten eines Lungenemphysems. Weitere 
Untersuchungen müssen prüfen, welche Komponenten des Zigarettenrauchs für den Effekt 
verantwortlich sind und ob diese Effekte reversibel sind oder persistierende Störungen der 
Zellaktivität darstellen. 
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BALF Bronchoalveoläre Lavageflüssigkeit 
BMI Body mass-index 
BSA Bovine serum albumin 
cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat 
CDK Cyclin-dependent kinase 
C/EBP CCAAT/Enhancer binding protein 
COPD Chronic obstructive pulmonary disease 
CRP C-reaktives Protein 
CSE Cigarette smoke extract 
DLCO Einatemzug-Diffusionskapazität für Kohlenmonoxid  
D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
E2F Familie von Transkriptionsfaktoren in Eukaryoten 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
FCS Fetal calf serum 
FEV1 Forciertes exspiratorisches Volumen in 1 s 
FOX(O) Forkhead box transcription factor (O) 
FVC Forcierte (exspiratorische) Vitalkapazität 
GOLD Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease 
GPDH Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase 
HBSS Hanks balanced salt solution 
HDAC Histon-deacetylase 
HRCT Hochauflösendes Computertomogramm 
IBMX Isobutylmethylxanthin 
IGF-1 Insulin-like growth factor I 
ITGV Intrathorakales Gasvolumen  
MMP Matrix-Metalloproteinase 
MAO  Monamino-Qxidase  
NAC N-Acetylcystein 
NAD+ Nikotinamid-adenin-dinukleotid (oxidierte Form) 
NADH Nikotinamid-adenin-dinukleotid (reduzierte Form) 
NADPH Nikotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat (reduzierte Form) 
NCS Newborn calf serum 
  - 99 -
NF-κB Nuclear factor kappa B (Transkriptionsfaktor) 
NPY Neuropeptid Y 
p16 Cyclin-dependent kinase inhibitor am Genlocus INK4a 
p21 Cyclin-dependent kinase inhibitor am Genlocus CIP1/WAF1/Sdi1 
p53 Tumorsuppressorprotein vom Molekulargewicht 53 kDa 
p Signifikanzniveau (Fehler erster Art) 
PBS Phosphate-buffered saline 
PPAR-γ Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
Rb Retinoblastoma-Protein 
RV Residualvolumen 
SA-β-Gal Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase 
SEM Standardfehler (standard error of the mean) 
SIRT1 Silent information regulator 1 
SSAO Semicarbazid-sensitive Amino-oxidase 
Tab.  Tabelle 
TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinase 
TNF-α  Tumor necrosis factor alpha 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
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